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1 Einleitung 
 
1.1 Glykokonjugate – Vorkommen und Funktion 
Kohlenhydrate finden sich in allen Lebewesen. Sie haben essentielle, aber sehr 
unterschiedliche Funktionen. Zellulose zum Beispiel (ein Polymer aus β1-4 verknüpfter 
Glukose) ist ein Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand und nimmt dort eine 
Stützfunktion ein. Außerdem ist Zellulose das am häufigsten auftretende Biopolymer auf der 
Erde (Taylor, 2008). Stärke (ein Polymer aus Amylose und Amylopektin, das heißt α1-4 
verknüpfte Glukose) ist eine bedeutende Energiespeicherform in Pflanzen (Zhang et al., 
2008). Glukose als Nahrungsquelle spielt eine große Rolle im Energiestoffwechsel von 
Organismen, von Bakterien bis hin zu höheren Säugetieren. Doch Kohlenhydrate spielen 
nicht nur einzeln – als Mono- oder Oligosaccharide eine Rolle, sie kommen auch als 
Baustein in Glykokonjugaten vor. Glykokonjugate bestehen aus Mono-, Oligo- oder 
Polysacchariden, die mit einem Protein oder Lipid verknüpft sind. Man unterscheidet 
Glykoproteine, Glykolipide und Proteoglykane.  Die Glykosylierung von Proteinen ist eine 
weit verbreitete Form der posttranslationalen Modifizierung und kommt bei fast allen 
Tierarten und in höheren Pflanzen vor. Glykosylierung ist das Anhängen von Zuckern oder 
Zuckerketten (Glykanen) an Proteine oder Lipide (Hanisch, 2001). Glykane spielen eine 
Rolle bei der Faltung und Stabilität von Proteinen, bei der Signalübertragung, beim „protein-
trafficking“, bei der Abwehr von Pathogenen und bei der Zell-Zell-Interaktion. O-
Glykosylierung zum Beispiel schützt Glykoproteine vor einem Abbau durch Proteasen 
(Hanisch, 2001). Bei bakteriellen Infektionen zum Beispiel spielen Lipopolysaccharid-
Kapseln um Mikroorganismen eine wichtige Rolle als Virulenz-Faktoren und schützen 
Bakterien vor der Erkennung durch das Immunsystem oder wirken als Liganden für die 
Zelladhäsion (Steenbergen und Vimr, 2008, Vimr et. al., 2004). Zu den Glykokonjugaten 
zählen auch die Proteoglykane. Sie bestehen aus langen Ketten von Glykosaminoglykanen, 
die an ein Protein gebunden sind. Glykosaminoglykane (GAGs) sind lineare Ketten von 
Polysacchariden. Sie können nicht-sulfatiert vorliegen, wie zum Beispiel die Hyaluronsäure 
(HA), oder sulfatiert, wie Chondroitinsulfat (CS), Dermatansulfat (DS), Keratansulfat (KS), 
Heparin und Heparansulfat (HS). Alle GAGs mit Ausnahme von Hyaluronsäure sind an ein 
Protein geknüpft. Die Hyaluronsäure kommt in der freien, nicht an ein Protein gebundenen 
Form vor. Mit Ausnahme von Hyaluronsäure findet die Synthese der GAGs im Golgi-
Apparat statt. Die GAGs sind über ein lineares Trisaccharid aus zwei Galaktosemolekülen 
und einem Xylosemolekül an das Protein gebunden. Dabei ist Xylose O-glykosidisch an die 
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Hydroxylgruppe von Serin gebunden. Keratansulfat kann N- oder O-glykosidisch an das 
Protein gebunden sein. GAGs enthalten sich wiederholende Disaccharid-Einheiten. Die 
Einheiten bestehen aus einer Uronsäure (D-Glukuronsäure oder L-Iduronsäure) und einem 
Aminozucker (D-Galaktosamin oder D-Glukosamin). Hyaluronsäure ist von Bedeutung bei 
Prozessen der Wundheilung, als Gelenkschmiere, zur Lubrifikation und zum Schutz der 
Knorpeloberfläche. Heparin wirkt antikoagulierend und wird zur Behandlung von 
Thrombosen eingesetzt. Hyaluronan, ein Polymer aus Glukuronsäure und N-
Acetylglukosamin findet sich neben anderen Komponenten auf der Zelloberfläche von 
Säugerzellen und spielt eine Rolle bei der Zell-Zell-Adhäsion, Zell-Proliferation und 
Migration. GAGs spielen außerdem eine Rolle bei der Signalübertragung, der Angiogenese, 
dem Axon-Wachstum, beim Fortschreiten von Krebs und der Metastasierung von Tumoren. 
Das Proteoglykan Aggrecan ist ein Bestandteil von Knorpelgewebe (Gandhi und Mancera, 
2008).   
 
1.2 Biosynthese von N- und O-Glykanen 
Das Anhängen von Zuckermolekülen an Proteine (oder Lipide) wird als Glykosylierung 
bezeichnet und ist eine Form der posttranslationalen Modifizierung. Die Zuckerketten der 
Glykokonjugate werden als Glykane bezeichnet. Die Gesamtheit aller Zuckerketten 
(Glykane), die ein Organismus produziert, stellen das Glykom (Freeze, 2006). Etwa 1% der 
Gene des Säugetier-Genoms sind verantwortlich für die Synthese und Modifikation von 
Glykanen. Viele dieser Gene kodieren für Glykosyltransferasen oder Glykosidasen (Lowe 
und Marth, 2003). Es gibt zwei Arten der Protein-Glykosylierung: Die N-Glykosylierung 
und die O-Glykosylierung.  
 
1.2.1 Biosynthese der N-Glykane 
Die N-Glykosylierung beginnt co-translational im Endoplasmatischen Reticulum (ER) und 
wird im Golgi-Apparat fortgesetzt (Lowe und Marth, 2003). Es gibt drei Klassen von N-
glykosidisch geknüpften Zuckern: „High-mannose“-Glykane, Komplex-Typ Glykane und 
Hybrid-Typ Glykane (Van den Steen et al., 1998). In allen drei Klassen wird zuerst ein 
Dolichol-gekoppelter Oligosaccharid-Vorläufer aus 14 Zuckern (Glc3Man9GlcNAc2-
Dolichol, also 3 Moleküle Glukose, 9 Mannose und 2 N-Acetylglukosamin) von einer Reihe 
von Glykosyltransferasen synthetisiert. Dieser Vorläufer wird dann von Dolichol auf  das 
Protein übertragen, indem das C1-Atom des ersten GlcNAcs mit der Amid-Gruppe eines 
Asparaginrestes verknüpft wird (Freeze, 2006). Dabei muss Asparagin in der 
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Erkennungssequenz für die N-Glykosylierung NXS/T (wobei X ≠ Prolin)  liegen. Nachdem 
der Glykan-Vorläufer auf Asparagin übertragen wurde, werden die drei Glukose-Reste des 
Vorläufermoleküls von Glukosidasen im ER abgespalten. Dann wird das Glykan in 
mehreren Schritten von Glykosidasen und Glykosyltransferasen modifiziert, dieser Prozess 
wird als „Trimming“ bezeichnet. Die Modifizierung beginnt im  Endoplasmatischen 
Reticulum (ER) und wird im Golgi-Apparat fortgesetzt (Lowe und Marth, 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Die Strukturen von N-Glykanen des „High mannose“-Typs, des Komplex-Typs und des 
Hybrid-Typs. Blaue Quadrate = N-Acetylglukosamin (GlcNAc), grüne Kreise = Mannose (Man), gelbe Kreise 
= Galaktose (Gal), lilafarbene Rauten = N-Acetylneuraminsäure (Neu5Ac), rosafarbene Dreiecke = Fukose 
(Fuc). 
 
Bei den N-Glykanen vom „High mannose“-Typ werden noch bis zu vier Mannosereste durch 
α-Mannosidasen abgetrennt, es erfolgt kein zusätzlicher Zuckertransfer (Abbildung 1). Die 
Prozessierung der Komplex-Typ N-Glykane beginnt ebenfalls mit dem „trimming“ durch 
Mannosidasen, außerdem werden noch zwei GlcNAc-Moleküle an Mannosereste angehängt. 
Komplex-Typ N-Glykane sind die am häufigsten vorkommende Klasse von N-Glykanen. 
Mit dem Anhängen von weiteren GlcNAc-Molekülen durch die N-
Acetylglukosaminyltransferasen (GlcNAcTs) 1-5 können zusätzliche Antennen initiiert 
werden. Dieser Prozess wird als „Branching“ bezeichnet, weil dabei eine unterschiedliche 
Anzahl an Verzweigungen entsteht. Die Komplex-Typ Glykane haben meist zwei bis vier 
Antennen. Diese Strukturen (Kern und GlcNAc) werden im Trans-Golgi durch das 
Anhängen verschiedener Zucker verlängert und es entsteht eine große Vielfalt an 
unterschiedlichen Glykanstrukturen. Eine in Säugetieren weit verbreitete Struktur ist N-
Acetyllaktosamin (Galβ1-4GlcNAc, LacNAc, Typ2), das durch das Anhängen von 
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Galaktose (Gal) an das nicht-reduzierende Ende von terminalem GlcNAc entsteht 
(Abbildung 1). Oft findet man auch Wiederholungen dieser Disaccharid-Einheit (Poly-
LacNAc) in Komplex-Typ Glykanen. Wenn statt Gal GalNAc auf GlcNAc übertragen wird, 
entsteht die LacDiNAc-Struktur (GalNAcβ1-4GlcNAc), die seltener vorliegt als LacNAc. 
Gal kann auch in einer β1-3-Bindung an GlcNAc geknüpft werden, dadurch entsteht die 
LacNAc Typ 1 Struktur. LacDiNAc oder LacNAc Typ 1 kommen nicht als Wiederholungen 
vor. Der letzte Schritt in der Synthese der Komplex-Typ N-Glykane beinhaltet Sialylierung, 
Fukosylierung oder Sulfatierung. Glykane vom Hybrid-Typ besitzen Charakteristika von 
beiden vorher genannten Typen (Dell, 2002).  
 
1.2.2 Biosynthese der O-Glykane 
Im Gegensatz zur N-Glykosylierung gibt es bei der O-Glykosylierung kein Sequenzmotiv, 
mit dem sich eine O-Glykosylierungsstelle vorhersagen lässt. Die O-Glykane liegen aber oft 
in einer Serin-, Threonin- und prolinreichen Region und sind meistens an Serin oder 
Threonin gebunden. Die O-Glykosylierung beginnt posttranslational im Cis-Golgi mit dem 
Anhängen eines einzigen Zuckermoleküls. Dies unterschiedet sie von der N-Glykosylierung, 
die mit dem Transfer eines Vorläufers aus mehreren Zuckern beginnt. Die O-Glykosylierung 
findet schrittweise statt und es findet keine Prozessierung durch Glykosidasen statt. Die 
häufigste Form der O-Glykosylierung ist die Mucin-Typ O-Glykosylierung. Sie findet im  
Golgi-Apparat statt und beginnt mit dem Anheften eines N-Acetylgalaktosamins in einer α-
O-glykosidischen Bindung an die Hydroxylgruppe von Serin oder Threonin im Protein. 
Dieser erste Schritt wird von der Klasse der UDP-α-D-N-Acetylgalaktosamin: Polypeptid N-
Acetylgalaktosaminyltransferasen (EC 2.4.1.41, kurz ppGalNAcTs) katalysiert (Lowe und 
Marth, 2003). Anschließend können durch verschiedene Glykosyltransferasen schrittweise 
weitere Zucker angehängt werden. So können acht unterschiedliche Kern-Strukturen („core 
structures“) entstehen. Die Kernstruktur bilden die ersten zwei bis drei Zucker, die am 
nächsten am Protein liegen (Abbildung 2). O-Glykane sind in ihrer Länge sehr variabel und 
können aus einem einzigen GalNAc-Molekül bestehen, oder ähnliche Größen wie N-
Glykane vom Komplex-Typ einnehemen (Dell, 2002). Die Glykane werden in die Core 
Region, die „backbone-Region“, die verantwortlich für die Länge der Glykane ist, und die 
periphere Region eingeteilt, die eine hohe Variabilität aufweist (Hanisch, 2001). 
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Abbildung  2: Die Kernstrukturen („Core structures“) der O-Glykane vom Mucin-Typ (verändert nach 
Hanisch, 2001). Die Enzyme, die für die Biosynthese der jeweiligen Strukturen verantwortlich sind, sind fett 
gedruckt. GalT = Galaktosyltransferase, GalNAcT = N-Acetylgalaktosaminyltransferase, GlcNAcT = N-
Acetylglukosaminyltransferase. 
 
Das erste GalNAcα-O-Ser/Thr kann mit Galaktose an C3, N-Acetylglukosamin (GlcNAc) an 
C3 und/oder C6 oder GalNAc an C3 oder C6 verknüpft werden. Am häufigsten kommen die 
Kernstrukturen 1 (das Disaccharid Galβ1,3GalNAc) und 2 (das Trisaccharid 
Galβ1,3(GlcNAcβ,6)GalNAc) vor. Derzeit ist beim Menschen nur ein Enzym bekannt, das 
für die Synthese der Core 1-Struktur verantwortlich ist, die humane Core 1 β1,3 
Galaktosyltransferase (Brockhausen et al., 1990, Ju et al., 2002b). Es konnte auch nur ein 
humanes Enzym identifitiert werden, dass die Core 3 Struktur synthetisiert, die Core 3 β1,3 
N-Acetylglukosaminyltransferase 6 (β3GnT6) (Tian und Ten Hagen, 2009). Die 
Kernstrukturen 1 und 3 (GlcNAcβ1,3GalNAc) sind jeweils Vorläufer für die Kernstrukturen 
2 und 4. Drei humane Core 2 N-Acetylglukosaminyltransferasen (Core 2 β1,6GlcNAcTs) 
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wurden identifiziert, die ein Gewebe-spezifisches Expressionsmuster zeigen (Dell, 2002). 
Eines dieser Enzyme kann auch GlcNAc auf die Core 3 Struktur übertragen und damit die 
Core 4 Struktur synthetisieren (Tian und Ten Hagen, 2009). Die Kernstrukturen 5 und 6 
kommen beim Menschen nur sehr selten vor. Sie wurden zum Beispiel auf Krebszellen 
gefunden. Auch die Kernstrukturen 7 und 8  sind sehr selten (Hanisch, 2001). An die 
Kernregion werden schrittweise weitere Zucker angehängt, wobei die sich anschließende 
sogenannte „backbone“-Region wenig Variation aufweist. In den backbone-Regionen finden 
sich oft mehrfache Wiederholungen des Disaccharids Galβ1-4GlcNAc (N-Acetyllaktosamin, 
LacNAc oder PolyLacNAc). Zwei LacNAc-Einheiten sind über eine β1-3-Bindung 
miteinander verknüpft. Diese Strukturen entstehen durch die Aktion einer β1,3 GlcNAc 
Transferase und einer β1,4 Galaktosyltransferase. Auch das Disaccharid Galβ1-3GlcNAc 
(Typ 1 LacNAc) kann in der „backbone“-Region vorkommen. Diese beiden Strukturen 
(LacNAc Typ 1 und 2) treten auch bei Komplex-Typ N-Glykanen auf. Von den LacNAc-
Srukturen können auch Verzweigungen ausgehen, die an das C6-Atom der Galaktose 
geknüpft sind (Hanisch, 2001). Als terminale Zucker in der peripheren Region findet man 
Neuraminsäure, Fukose, Galaktose, GalNAc oder GlcNAc (siehe Abb. 3). Neu5Ac ist oft 
α2,3 an Gal oder α2,6 an GalNAc gebunden, Fukose α1,2 an Gal oder α1,3 oder 1,4 an 
GlcNAc. Galaktose findet man oft α1,3 an Gal oder β1,3 an GalNAc geknüpft, GalNAc α1,3 
an Gal und GlcNAc α1,3 oder 1,4 an Gal. Die „core“ oder „backbone“ Strukturen können 
außerdem in enzymatischen Schritten durch Sulfatierung oder Acetylierung modifiziert 
werden.  Die resultierenden peripheren Regionen sind sehr vielfältig und komplex. (Van den 
Steen et al., 1998, Hanisch, 2001). Es gibt noch andere Arten der O-Glykosylierung, die 
anhand des ersten Zuckers unterschieden werden, der an die Aminosäure angehängt wird. 
Diese Arten der O-Glykosylierung kommen aber nur selten vor. GlcNAcβ-O-Ser z. Bsp. 
konkurriert mit der Phosphorylierung um die Aktivierung und Deaktivierung von 
zytoplasmatischen und Kernproteinen. Fuc-α-O-Ser wird in Domänen des epidermalen 
Wachstumsfaktors (EGF) gefunden. Xyl-β-O-Ser kommt in Proteoglykanen vor (Hanisch, 
2001). Die O-Mannosylierung, bei der Mannose an die Hydroxylgruppe von Serin oder 
Threonin gebunden ist, kommt bei Säugetieren im Gehirn vor und ist oft bei Hefen zu finden 
(Dell, 2002). Glykosphingolipide oder Glykolipide kommen in der Plasma-Membran von 
Säugetierzellen vor. Sie bestehen aus einer in die Membran integrierten Ceramid-Einheit, an 
die ein extrazelluläres Glykan gebunden ist (Lowe und Marth, 2003).  
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1.2.3 Terminale Strukturen von N- und O-Glykanen 
Glykane zeigen eine große Vielfalt an terminalen Strukturen. Oft gleichen sich die 
terminalen Strukturen von N- und O-Glykanen (Hanisch, 2001). Viele dieser terminalen 
Glykan-Strukturen wurden zuerst als Blutgruppenantigene identifiziert. Am bekanntesten 
sind wohl die Blutgruppenantigene A, B und H(0) auf Erythrozyten (Abbildung 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Terminale Strukturen der N- und O-Glykane. Blaue Quadrate = GlcNAc, gelbe Kreise = 
Galaktose, gelbe Quadrate = GalNAc, magenta-farbene Dreiecke = Fukose, lilafarbene Rauten = N-
Acetylneuraminsäure. 
 
Viele dieser Strukturen spielen aber auch eine Rolle in der Zell-Zell oder Zell-Matrix-
Interaktion. Einige Lewis-Antigene spielen eine Rolle bei bakteriellen Infektionen, für die 
Adhäsion von Bakterienzellen (Löfling et al., 2008). Lewis X- und Lewis A-Antigene sind 
Liganden für Selektine. Selektine sind Kohlenhydrate-bindende Proteine, die an der 
Extravasation von Leukozyten bei Entzündungsreaktionen oder der Metastasierung von 
Blutgruppenantigen A 
GalNAc(α1-3)[Fuc(α1-2)]Gal(β1-3/4)GlcNAc 
 
 
 
Blutgruppenantigen B 
Gal(α1-3)[Fuc(α1-2)]Gal(β1-3/4)GlcNAc 
 
 
 
Blutgruppenantigen H (O) 
Fuc(α1-2)Gal(β1-3/4)GlcNAc 
 
 
 
 
 
Lewisa/Sialyl Lewisa 
Gal(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc/ 
Neu5Ac(α2-3)Gal(β1-4)[Fuc(α1-4)]GlcNAc 
 
 
Lewisb 
Fuc(α1-2)Gal(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc 
 
 
 
Lewisx/Sialyl Lewisx 
Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc 
Neu5Ac(α2-3)Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc 
 
 
Lewisy 
Fuc(α1-2)Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]GlcNAc 
 
 
 
α2-3 α1-3 
β1-4 
α1-2 α1-4 
β1-3 
α1-3 α1-3 
α2-3 β1-4 β1-4 
α1-3 
α1-2 
β1,3/4 
α1-3 
α1-2 
β1-3/4 
α1-2 
β1,3/4 
α2-3 
α1-4 α1-4 
β1-3 β1-3 
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Krebs beteiligt sind. Die Selektine binden an sialyl-Lex oder sialyl-Lea, das auf O-
Glykoproteinen (zum Beispiel Mucinen), N-Glykanen, Leukozyten oder Krebszellen 
präsentiert wird. Durch die Interaktion von Selektinen, die auf der Oberfläche von 
Endothelzellen exprimiert werden, mit sialyl-Lex oder SLea auf Leukozyten können 
Signalkaskaden initiiert werden, die weitere Entzündungsmediatoren aktivieren (Barthel et 
al., 2007). Außerdem wurden Lewis X-Antigene mit der Metastasierung von Tumoren in 
Verbindung gebracht (Chen und Fukuda, 2006). Neben diesen hochkomplexen Strukturen 
können aber auch einfache Strukturen wie das Monosaccharid GalNAc (Tn-Antigen) oder 
das Disaccharid Galβ1,3GalNAc (Core 1 Struktur) durch Sialylierung terminiert werden. 
Wenn das Tn-Antigen nicht als Substrat für die Core 1 GalT oder die Core 3 GnT dient, wird 
es durch die α2,6 Sialyltransferase sialyliert. Die Core 1 Struktur kann mono- oder 
disialyliert vorkommen. Bei der monosialylierten Form wird Sialinsäure in einer α2,3-
Verknüpfung von einer α2,3 Sialyltransferase an Galaktose gebunden. Bei der disialylierten 
Form liegt Sialinsäure α2,3 an Galaktose gebunden vor und α2,6 an GalNAc gebunden. 
Welche dieser Strukturen synthetisiert werden, hängt von der Expression der 
verantwortlichen Galaktosyl-, N-Acetylglukosaminyl- und Sialyltransferasen ab. Das Sialyl-
Tn- und –TF-Antigen wurde vermehrt auf Krebszellen gefunden. Diese Antigene sind aber 
auch auf „normalen“ Glykoproteinen zu finden, die nicht mit Krebs assoziiert sind, zum 
Beispiel dem humanen IgA1 oder auf Mucinen (Mattu et al., 1998). Ruhende T-Zellen 
exprimieren die sialylierte Core 1 Struktur in großer Anzahl, während aktivierte T-Zellen die 
Core 2 Struktur exprimieren (Dell, 2002).  
 
1.3 Glykosyltransferasen 
Neben der Gruppe der Glykosidasen gibt es die große Gruppe der Glykosyltransferasen, die 
an der Biosynthese von Glykokonjugaten beteiligt ist. Glykosyltransferasen übertragen einen 
Zucker auf einen freien Saccharid-Akzeptor, einen Protein- oder Lipid-gebundenen 
Saccharid-Akzeptor oder auf ein Protein- oder Lipid selbst (Breton et al., 2006). 
Glykosyltransferasen finden sich in Prokaryoten und in Eukaryoten und sie haben meist eine 
strikte Spezifität sowohl für den Donorzucker als auch für den Akzeptor. Besonders groß ist 
die Gruppe der Leloir-Glykosyltransferasen, die einen Zucker von einem aktivierten 
Nukleotidzucker-Donor auf ein spezifisches Akzeptormolekül übertragen. Die Konfiguration 
des Donorzuckers kann dabei entweder erhalten bleiben („retaining glycosyltransferases“) 
oder umgedreht werden („inverting glycosyltransferases“). In eukaryotischen Zellen finden 
sich die meisten Glykosyltransferasen im Golgi-Apparat, wo sie als Typ II 
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Transmembranproteine verankert sind und ihre katalytische Domäne im Lumen des Golgi-
Apparats lokalisiert ist (Breton et al., 2006). Nach dem Nomenklatur-Komitee der 
Internationalen Union der Biochemie (Nomenclature Committee of the International Union 
of Biochemistry, IUB) werden Glykosyltransferasen nach ihrer Funktion in verschiedene 
Gruppen eingeordnet. So finden sich in der Gruppe mit der EC Nummer 2.4.1.41 zum 
Beispiel N-Acetylgalaktosaminyltransferasen, also Enzyme, die N-Acetylgalaktosamin aus 
UDP-N-Acetylgalaktosamin übertragen. Bei einer anderen Klassifizierung werden die 
Enzyme nach ihren strukturellen und mechanistischen Eigenschaften geordnet. Das hat zur 
Folge, dass Enzyme mit einer ähnlichen Struktur und Aminosäuresequenz, aber mit 
unterschiedlichen Funktionen in einer Gruppe zusammengefasst werden. Diese Ordnung ist 
in der CAZY (Carbohydrate active enzymes)-Datenbank zu finden, die neben 
Glykosyltransferasen auch Glykosidasen und zuckerbindende Proteine umfasst (Bourne und 
Henrissat, 2001).  
 
1.3.1 UDP-α-D-N-Acetylgalaktosamin: Polypetid N-
Acetylgalaktosaminyltransferasen (ppGalNAcTs) 
Die Klasse der humanen UDP-α-D-N-Acetylgalaktosamin: Polypeptid N-
Acetylgalaktosaminyltransferasen (EC 2.4.1.41, ppGalNAcTs) katalysiert den ersten Schritt 
der Mucin-Typ O-Glykosylierung, das posttranslationale Anheften eines N-
Acetylgalaktosamins an die Hydroxylgruppe eines Serins oder Threonins im Protein 
(Schachter und Brockhausen, 1992). Beim Menschen sind bis heute mindestens 15 
Isoenzyme dieser Klasse bekannt (ppGalNAcT1-15), wobei nach Gendatenbankanalyse  bis 
zu 24 ppGalNAcT-Gene existieren könnten (Tenno et al., 2007, Ten Hagen et al., 2003). Als 
Nukleotidzuckerdonor fungiert UDP-N-Acetyl-α-D-galaktosamin, das UDP wird bei der 
Übertragung abgespalten und es entsteht die sogenannte Tn-Struktur, GalNAc-α1-O-Ser/Thr 
(Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Reaktion der Polypeptid N-Acetylgalaktosaminyltransferasen  (ppGalNAcTs). Statt wie hier 
am Beispiel Serin gezeigt kann auch Threonin als Akzeptor fungieren.  
 
Bei der Reaktion der ppGalNAcTs bleibt die Konfiguration des Donorzuckers erhalten. Die 
ppGalNAcTs sind Transmembranproteine vom Typ 2, das heißt sie bestehen aus einer 
kurzen N-terminalen cytoplasmatischen Domäne, einer Transmembrandomäne, einer kurzen 
Stammregion, einer katalytischen Domäne und einer C-terminalen Lektin-Domäne vom 
Ricin-Typ. Jedes Mitglied der ppGalNAcT-Familie hat eine einzigartige Funktion und kann 
ein eigenes Spektrum an Akzeptorsubstraten glykosylieren. Die Akzeptorspezifitäten 
verschiedener ppGalNAcTs können sich überlappen. Die Aminosäuresequenz der 
Glykosylierungsstelle ist mitentscheidend für Position und Rate der O-Glykosylierung. 
Wahrscheinlich sind mehrere konkurrierende ppGalNAcTs an der Glykosylierung eines 
einzigen Akzeptorsubstrates beteiligt. Bisher ist aber noch wenig über die Akzeptor-
Spezifitäten der verschiedenen ppGalNAcTs bekannt (Gerken et al., 2006). Die 
ppGalNAcT2 zum Beispiel kann offensichtlich besser unglykosylierte Substrate 
glykosylieren, die noch keine  GalNAcs tragen und gilt daher als ein Enzym, dass die O-
Glykanbiosynthese initiieren kann (Ten Hagen und Tran, 2002, Schwientek et al., 2002, 
Wandall et al., 2007). Manche ppGalNAcTs haben eine höhere Affinität zu Substraten, bei 
denen bereits ein oder mehrere GalNAcs an Stellen neben der Glykosylierungsstelle stehen 
(Gerken et al., 2006, Hanisch et al., 2001). Die ppGalNAcT2 weist gegenüber anderen 
ppGalNAcTs einen hohen Km-Wert für Mucin 2 (MUC2) und davon abgeleitete Peptide auf. 
Eine rekombinante ppGalNAcT2 konnte auch ein humanes choriogonadotropin-β-
abgeleitetes Peptid glykosylieren gegenüber ppGalNAcT1 und T3, die das nicht können 
(Wandall, 1997). In humanen, IgA1 produzierenden B-Zellen werden die ppGalNAcTs 1-4, 
6 und 9 exprimiert. Von den ppGalNAcTs 1, 2, 3, 4, 6 und 9 zeigte die ppGalNAcT2 die 
höchste Aktivität mit einem synthetischen Peptid der Hingeregion von humanem IgA1. Die 
ppGalNAcT2 konnte GalNAc auf alle der fünf Aminosäurepositionen des Hingepeptids 
UDP- N-Acetyl-α-D-galaktosamin (UDP-GalNAc) +  Serin-R2              GalNAc-α-Ser-R2 
NH
CH
C
H2
C
HN
O
HO
O
OH
HO
NH
O P
O
O
O P
O
O
O N
NH
O
OH
O
OHOH
O
O
OH
HO
NH
O
OH
O
NH
CH
C
H2
C
HN
O
C
R
O
R R
C O
R
O
Einleitung 
_________________________________________________________________________ 
24 
 
übertragen, die den natürlichen O-Glykosylierungsstellen von humanem IgA1 entsprechen. 
Die anderen Enzyme wiesen deutlich niedrigere Aktivitäten auf. Daher ist es möglich, dass 
die ppGalNAcT2 an der Initiierung der Synthese der O-Glykane des IgA1 beteiligt ist. Es ist 
aber nicht auszuschliessen, dass auch andere ppGalNAcTs beteiligt sind (Iwasaki et al., 
2003). Ein Peptid, das der Hinge-Region des humanen IgA1 gleicht, 
1VPSTPPTPSPSTPPTPSPSK20, wird von der ppGalNAcT2 zuerst an Position Thr-7 und Thr-15 
glykosyliert, dann an Position Ser-11. Besonders hoch ist die Aktivität der ppGalNAcT2, 
wenn ein Prolin direkt vor der zu glykoylierenden Aminosäure (Ser/Thr) steht (an Position -
1). Dieser die Aktivität verstärkende Effekt ist – in etwas geringerem Maße – auch bei Prolin 
an Position -3 und +3 zu finden. Die optimale Sequenz des Akzeptorpeptids der 
ppGalNAcT2 ist –(P/I)GPTPGP- (Gerken et al., 2006). Die ppGalNAcT2 weist auch eine 
geringe Aktivität mit UDP-Gal als Donorsubstrat auf. Die ppGalNAcT1, 2 und 3 benötigen 
in  in vitro-Untersuchungen Mn2+ als Cofaktor und zeigen keine Aktivität mit Mg2+ oder 
Ca2+ statt Mn2+ (Wandall et al., 1997). Mit der  C-terminalen Lektin-Domäne können 
GalNAc-Glykoproteine gebunden werden. Diese Domäne ist bei der ppGalNAcT2 und 
anderen Vertretern dieser Klasse verantwortlich für die einzigartige Substratspezifität dieser 
Enzyme. Es konnte gezeigt werden, dass die ppGalNAcT2 mit einer mutierten 
Lektindomäne eine gleichbleibende Aktivität zu unglykosylierten Substraten, aber eine 
verringerte Aktivität zu bereits glykosylierten Substraten hat (Wandall et al., 2007). Die 
Kristallstruktur der humanen ppGalNAcT2 (rekombinant exprimiert in P. pastoris) konnte 
bestimmt werden und es zeigte sich, dass die katalytische und die Lektin-Domäne 
assoziieren können und dass diese Assoziation abhängig vom gebundenen Substrat flexibel 
ist (Fritz et al., 2006). Bisher konnte eine aktive humane ppGalNAcT2 rekombinant in 
Saccharomyces cerevisiae (Amano et al., 2008) und Pichia pastoris (Laurent et al., 2008) 
exprimiert werden. Die ppGalNAcT2 konnte auch rekombinant in E. coli exprimiert werden, 
und war nach in vitro Rückfaltung aus Inclusion bodies aktiv (Ramakrishnan et al., 2007). 
 
1.3.2. Core 1 β1,3 GalT 
Das Enzym Core 1 UDP-Gal:GalNAc-R1,3-Galaktosyltransferase (Core 1 β1,3-Gal-T, EC 
2.4.1.122) katalysiert den Transfer von Galaktose auf GalNAc-α-O-Ser/Thr und synthetisiert 
die Core 1 Struktur Galβ1,3GalNAcα-O-Ser/Thr (Brockhausen, 1990, Schachter und 
Brockhausen, 1992). Daher wird dieses Enzym auch als T-Synthase bezeichnet (Abbildung 
5). 
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Abbildung 5: Reaktion der Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase. Das Enzym überträgt Galaktose vom Donor 
UDP-α-D-Galaktose auf GalNAc-α-O-Ser/Thr. 
 
Als Zuckerdonor dient UDP-α-D-Galaktose. Obwohl diese Enzymaktivität bei Säugetieren in 
vielen Geweben nachweisbar ist, wurde erst vor kurzer Zeit ein Enzym mit dieser Aktivität 
identifiziert und zwar die Core 1 β1,3 GalT der Ratte (Ju et al., 2002). Im gleichen Jahr 
wurde auch das humane Enzym  identifiziert und kloniert (Ju et al. 2002b). Es ist bislang 
noch unbekannt, ob weitere humane Isoenzyme mit dieser Aktivität existieren. Ein 
Sequenzhomologie-Vergleich in umfassenden Datenbanken ergab keinerlei Hinweise auf 
weitere Homologe (Brockhausen 1990). Basierend auf der humanen cDNA wurden auch 
Homologe in Maus, Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans identifiziert. Die 
humane C1GalT ist ein Typ II-Transmembranprotein. Das Enzym ist ein über 
Disulfidbrücken verbundenes Dimer, es ist aber nicht auszuschließen, dass auch monomere 
Formen aktiv sind. (Ju et al., 2002). Es wurde kein Sequenzmotiv für N-Glykosylierung 
gefunden, was ungewöhnlich für diese Art von Protein ist. Das Gen der humanen C1GalT 
enthält 3 Exons und ist auf Chromosom 7p13-p14 codiert. Die C1GalT umfasst 363 
Aminosäuren und das Monomer hat eine Größe von 42 kDa (Ju et al., 2002b). Für die 
Expression einer aktiven C1GalT ist die Coexpression eines spezifischen Chaperons nötig, 
Cosmc (Core 1-specific molecular chaperone). Cosmc wird durch einen offenen Leserahmen 
in nur einem Exon auf Chromosom Xq23 codiert und ist ein 318 Aminosäuren umfassendes 
Protein von ca. 36,4 kDa mit der Topologie eines Typ II Transmembranproteins. Es besitzt 
eine potentielle N-Glykosylierungsstelle an Asn 313. Cosmc assoziiert während der 
Proteinfaltung mit der C1GalT und ist sehr wahrscheinlich für die richtige Faltung eines 
aktiven C1GalT-Proteins nötig (Ju und Cummings, 2002). Die Expressionsrate der C1GalT 
ist besonders hoch in Herz, Niere und Leber. Die Core 1-Struktur ist nur ein 
Zwischenprodukt bei der Synthese komplexer O-Glykane und kann durch das Anhängen von 
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GlcNAc oder Sialinsäure erweitert werden. In der humanen Leukämie-Zelllinie Jurkat ist 
Cosmc mutiert. Eine T-Deletion führt zu einer Verschiebung des Leserahmens und einem 
verkürzten Cosmc-Protein. Diese Zelllinie zeigt keine Core 1-Aktivität (Ju und Cummings, 
2002). 
In Drosophila melanogaster wurden einige cDNAs identifiziert, die Homologie zur 
humanen Core 1β1,3GalT aufweisen. Die vier mit der höchsten Homologie weisen auf 
Proteinebene 31 bis 43 % Identität auf. Einige Proteindomänen scheinen hochgradig 
konserviert zu sein und weisen wesentlich höhere Homologie zum humanen Protein auf. Die 
Proteine besitzen die für β1,3 GalTs typischen TWG, DDD und EDV-Motive. Eine 
homologe Sequenz zum humanen Cosmc wurde in D. melanogaster nicht identifiziert. Die 
vier potentiellen C1GalT Proteine wurden rekombinant mit einer N-terminalen FLAG-
Markierung in Sf9-Zellen exprimiert. Alle vier Enzyme konnten die Core 1-Struktur 
synthetisieren. Von den vier Enzymen hatte CG9520 eine hohe Aktivität mit UDP-Gal als 
Donor und GalNAc-α-Benzyl als Akzeptor. Die anderen drei, CG13904-1, CG2975 und 
CG8708 hatten nur eine geringe Aktivität. Die Enzyme brauchen Mn2+ als Cofaktor, haben 
ein Temperaturoptimum bei 25°C und ein pH-Optimum bei pH 6,6. Der beste Akzeptor war 
GalNAc-α-Benzyl. Alle Enzyme zeigten eine deutlich höhere Aktivität mit α-anomeren 
Akzeptorsubstraten als mit β-anomeren. Bei CG9520 war dieser Effekt besonders stark. 
CG9520 wies mit GlcNAc-α-O-pNP als zweitbester Akzeptor eine etwa halb so hohe 
Aktivität auf, wie mit GalNAc-α-O-Benzyl. CG9520 konnte auch Galaktose auf Mucin-
abgeleitete MUC5AC-Glykopeptide mit einem oder zwei GalNAc-Molekülen  übertragen. 
Dabei bewirkte die Position und die Anzahl der GalNAc-Moleküle keinen Unterschied in der 
Aktivität. CG8708 und CG13904-1 zeigten eine höhere Aktivität mit dem diglykosyliertem 
Peptid. CG2975 zeigte keine Aktivität mit den Glykopeptiden. Mit dem Glykopeptid asialo-
ovine submaxillary mucin (asOSM) zeigte nur CG9520 Aktivität. Auch neutrale Glykolipide 
aus D. melanogaster Schneider-2 Zellen wurden als Akzeptorsubstrat von CG9520 
akzeptiert. Damit wurden 3 Gene identifiziert, deren Expression eine aktive Core 1 β1,3 
GalT liefert. Die genaue Funktion dieser Enzyme in D. melanogaster  in vivo muss jedoch 
noch geklärt werden (Müller et al., 2005).   
Der humanpathogene Stamm E. coli O127 exprimiert in der Lipopolysaccharid-Schicht eine 
O-Antigen Struktur. E. coli O127 gehört zu der Serogruppe der enteropathogenen E. coli 
Stämme (EPEC), einem bedeutenden Krankheitserreger in Entwicklungsländern. E. coli 
O127 imitiert in der Lipopolysaccharidschicht die Struktur des humanen Blutgruppen H-(O-) 
Antigens. Darin kommt auch die T-Antigen-Struktur Galβ1,3GalNAc vor (Abbildung 6). Im 
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Gen-cluster (GenBank Accession no. AY493508) sind mehrere Gene für die 
Lipopolysaccharidsynthese von E. coli O127 enthalten. Drei dieser Gene (orf3, orf12 und 
orf13) codieren wahrscheinlich Glykosyltransferasen, die an der Synthese von sich 
wiederholenden Oligosaccharidstrukturen beteiligt sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: O-Antigenstruktur von E. coli O127. Die T-Antigenstruktur (Galβ1,3GalNAc)  ist in rot 
hervorgehoben (verändert nach Yi et al., 2008).  
 
 Orf12 (WbiP) enthält eine konservierte Domäne aus der Glykosyltransferase Familie 2. Die 
davon abgeleitete Proteinsequenz besitzt 59% Identität und 82% Ähnlichkeit zu WbnJ von 
E. coli O86, welches als β1,3 Galaktosyltransferase identifiziert wurde (Yi et al., 2005). Yi 
und Mitarbeiter charakterisierten WbiP von E. coli O127 K63(B8) und konnten zeigen, dass 
es sich dabei ebenfalls um eine β1,3 GalT handelt. (Yi et al., 2008). Der offene Leserahmen 
von WbiP erstreckt sich über 750 bp und codiert damit ein Protein aus 245 Aminosäuren mit 
einem theoretischen Molekulargewicht von 28,6 kDa. Die Analyse der Aminosäuresequenz 
von WbiP lässt keine Transmembranregion vermuten, was durch die Tatsache unterstützt 
wird, dass es leicht ohne Zusatz von Detergenzien aufgereinigt werden konnte. Von den von 
Yi und Mitarbeitern getesteten Donorzuckern UDP-Gal, UDP-GalNAc, UDP-Glc und GDP-
Fuc akzeptiert WbiP UDP-Gal mit deutlicher Präferenz. Es weist eine 10-fach reduzierte 
Aktivität mit UDP-GalNAc als Donorzucker auf und keine Aktivität mit UDP-Glc und 
GDP-Fuc. Als Akzeptor wird GalNAc-α-OMe deutlich gegenüber GalNAc-β-OMe 
bevorzugt (105% Aktivität gegenüber 15%). Aber auch GalNAc allein kann als Akzeptor 
fungieren (100% Aktivität), sowie GalNAc-α-OSer/Thr (95% Aktivität). WbiP benötigt 
zweiwertige Metallionen als Cofaktor. Die höchste Aktivität zeigte sich in Anwesenheit von 
Mn2+ (100%) und Mg2+ (ca. 90%). In Abwesenheit von Metallionen oder bei Anwesenheit 
von EDTA lässt sich keine Aktivität nachweisen. Daher ordneten Yi und Mitarbeiter WbiP 
der Glykosyltransferase-Superfamilie A (GTA) zu, in der das DXD-Motiv eine Rolle bei der 
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Koordinierung des Zuckerdonors im aktiven Zentrum spielt. Aufgrund von Mutationsstudien 
vermuteten Yi und Mitarbeiter, dass das erste DXD-Motiv eine essentielle Rolle bei der 
Bindung des Donors UDP-Gal spielt, während das zweite DXD-Motiv für die Bindung des 
Akzeptors GalNAc wichtig zu sein scheint (Yi et al., 2008). 
 
1.3.3 Sialyltransferasen 
Sialyltransferasen übertragen Sialinsäure (Neuraminsäure) auf N- und O-Glykane von 
Glykoproteinen und Glykolipiden. Es wurden bisher 20 humane Sialyltransferasen kloniert. 
Sialyltransferasen sind Typ II Transmembranproteine mit einer kurzen N-terminalen 
cytoplasmatischen  Domäne, einer kurzen Signalanker-Domäne aus 16 bis 20 Aminosäuren 
und einer großen C-terminalen katalytischen Domäne, die sich im Lumen des Golgi-
Apparats befindet. Sie übertragen N-Acetylneuraminsäure vom aktivierten Donorzucker 
Cytidin-5‘-Monophosphat-N-Acetylneuraminsäure (CMP-Neu5Ac) mit einer α2,3 oder α2,6-
Bindung auf Galaktose, mit einer α2,6-Bindung auf GalNAc oder mit einer α2,8 Bindung auf 
ein zweites Molekül Neuraminsäure. Jede Sialyltransferase katalysiert nur eine Bindung und 
hat ein eigenes Akzeptorsubstratspektrum. Es sind sechs humane Sialyltransferasen bekannt, 
die Sialinsäure auf GalNAc übertragen können. Von diesen können nur Sialyltransferase 
(ST6GalNAc)-I und II (ST6GalNAc-II) Sialinsäure auf GalNAc auf Glykoproteinen 
übertragen, außerdem sialylieren sie auch das T- und Sialyl-T-Antigen. Beide Enzyme 
zeigen in vitro ähnliche Aktivitäten, wenn nur das Tn-Antigen vorhanden ist. Wenn sowohl 
das Tn-, als auch das T-Antigen vorliegt, überträgt Sialyltransferase I vorzugsweise auf das 
Tn-Antigen, Sialyltransferase II bevorzugt auf das T-Antigen  (Marcos et al., 2004). 
 
1.3.4 Rekombinante Expression von Glykosyltransefrasen 
 
Um die Funktion von Glykosyltransferasen zu untersuchen, werden die Enzyme oft in 
bestimmten Zellen überexprimiert, dabei auch modifiziert, um die Charakterisierung zu 
erleichtern. Prokaryoten wie E. coli sind ein beliebtes Werzeug zur rekombinanten 
Expression von Proteinen, weil sie einfach zu handhaben, anspruchslos an 
Medienzusammensetzungen und Temperaturen sind und die Kultivierung  im Vergleich zu 
Eukaryoten kostengünstiger ist (Gräslund et al., 2008). Die rekombinante Expression von 
Proteinen in E. coli ist aber auch mit einigen Schwierigkeiten verbunden. So können 
Schätzungen zur Folge mit den derzeit verbreiteten  Methoden nur etwa  10 % der Proteine 
aus Eukaryoten in ihrer kompletten Länge löslich in E. coli exprimiert werden (Braun und 
LaBaer, 2003). Sogar nur ca. 30 % der Proteine aus E. coli selbst können in E. coli in 
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löslicher Form überexprimiert werden. Rekombinant exprimierte Proteine stehen häufig 
unter der Kontrolle eines starken Promoters, sodass sie in sehr hoher Endkonzentration in E. 
coli vorliegen. Proteine, die im Cytoplasma von E. coli überexprimiert werden, werden oft 
inkorrekt gefaltet. Viele Proteine, besonders solche mit Molekulargewichten über 60 kDa 
fallen aus und reichern sich in Inclusion bodies (Einschlusskörpern) an (Vincentelli et al., 
2003). Das Zielprotein kann bis zu 80 bis 95% der Inclusion bodies ausmachen (Baneyx und 
Mujacic, 2004, Valax und Georgiou, 1993). Die Proteinfaltungsmaschinerie von Prokaryoten 
unterscheidet sich von der in Eukaryoten, außerdem werden Proteine in Prokaryoten nicht 
posttranslational modifiziert (Baneyx und Mujacic, 2004). Die korrekte Faltung eines 
Proteins ist aber essentiell für seine biologische Aktivität. Zum Beispiel können im 
Cytoplasma von E. coli keine Disulfidbrücken gebildet werden, weil in diesem 
Zellkompartiment ein reduzierendes Milieu herrscht und disulfidbrückenbildende Enzyme 
nur im Periplasma zu finden sind. Im Periplasma herrscht, im Gegensatz zum Cytoplasma 
ein eher oxidierendes Milieu (Baneyx und Mujacic, 2004, Kadokura et al., 2003). Auch die 
Proteolyse der rekombinant exprimierten Proteine durch E. coli-eigene Proteasen kann die 
Ausbeute an rekombinant exprimiertem Protein herabsetzen (Baneyx und Mujacic, 2004).  
 
1.4 Krankheiten mit Defekten in der Glykanbiosynthese 
Gendefekte, die die Biosynthese von N- und O-Glykanen betreffen, können Krankheiten 
hervorrufen. Die meisten Funktionsstörungen dieser Art, die bekannt sind, wirken sich auf 
die N-Glykosylierung aus. Im Jahr 2007 waren 28 verschiedene Funktionsstörungen 
bekannt, 16 davon betreffen die N-Glykosylierung, 6 die O-Glykosylierung, 4 die N- und O-
Glykosylierung und 2 die Lipid-Glykosylierung (Jaeken und Matthijs, 2007).  
 
1.4.1 Störungen der N-Glykanbiosynthese 
 
1.4.1.1 Congenital Disorders of Glycosylation 
Eine Gruppe von Erkrankungen wurde unter dem Titel „carbohydrate deficient glycoprotein 
syndromes“ (CDGS) zusammengefasst, wird aber heute als „Congenital disorders of 
glycosylation“ (CDG) bezeichnet (Freeze, 2006). Die CDGs werden in Typ I und II 
unterteilt. Erkrankungen vom CDG Typ I betreffen die Synthese und den Transfer des 
Oligosaccharid-Vorläufers, während bei CDG II Störungen in der Prozessierung des Protein-
geknüpften Glykans auftreten. Alle bekannten CDGs sind autosomal-rezessiv. Es sind 12 
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Erkrankungen vom CDG Typ I bekannt. Bei allen kommt es zur unzureichenden und/oder 
unvollständigen Synthese des Lipid-verknüpften Vorläufer-Moleküls und bei allen liegen 
unterglykosylierte Proteine vor. Bei CDG Ia, der häufigsten CDG, liegt eine Mutation im 
Gen PMM2 vor, das für eine Phosphomannomutase codiert. Das führt zu einer verringerten 
intrazellulären Konzentration von GDP-Mannose und dem Vorläufer-Molekül, wodurch 
viele Proteine mit unbesetzten Glykosylierungsstellen entstehen. Patienten mit CDGIa leiden 
oft unter einer schweren psychomotorischen Störung. (Freeze, 2006). Bei vielen Glykan-
assoziierten Erkrankungen ist die genetische Ursache noch unbekannt, sie werden unter der 
Bezeichnung CDGx zusammengefasst. Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine 
multisystemische Autoimmunerkrankung mit Entzündungen der Gelenke. Rheumatoide 
Arthritis und andere rheumatoide Erkrankungen sind mit einer Untergalaktosylierung der N-
Glykane von IgG assoziiert. (Axford, 1999). Immunglobulin G ist ein Molekül von ca. 150 
kDa, mit zwei schweren Ketten von 50 kDa und 2 leichten Ketten von 25 kDa. IgG besitzt 
zwei N-Glykane. Die Untergalaktosylierung ist proportional zur Schwere der Erkrankung. 
Eine Untergalaktosylierung kann aber nicht bei allen RA-Patienten nachgewiesen werden. 
Um den Krankheitsverlauf zu beobachten, wird der Rheuma-Faktor bestimmt, die Menge an 
anti-IgG-Antikörpern. Der Rheuma-Faktor weist aber nur eine relativ geringe Spezifität von 
ca. 66% für RA auf. Wenn die IgG-Glykosylierung einer großen Anzahl von Proben 
untersucht werden soll, ist ein Lektin-ELISA-Assay besonders geeignet. Die 
Galaktosylierung der IgG-N-Glykane kann während der Therapie von RA wieder ansteigen. 
Dieser Anstieg korreliert mit einer  Verbesserung der klinischen Parameter (Pasek et al., 
2006).  
 
1.4.2 Störungen der O-Glykanbiosynthese 
Funktionsstörungen in der O-Glykosylierung betreffen häufig O-Mannose- und O-Xylose-
basierende Glykane. Ein Beispiel dafür ist die Congenitale Muskuläre Dystrophie (CMD), 
bei der es einen Defekt in der α-Dystroglykan-O-Glykosylierung gibt. Beim Walker 
Warburg Syndrom, der schwersten Form der CMD, liegt eine Mutation im Gen der O-
Mannosyltransferase 1 (POM1) vor, die  Mannose auf α-Dystroglykan überträgt. Betroffene 
Patienten haben meist eine Lebenserwartung von unter 1 Jahr. Beim Ehlers-Danlos-Syndrom 
kommt es durch Defekte der extrazellulären Matrix zu Anomalien im Bindegewebe, in 
Knochen und Knorpel. Die Defekte werden durch Mutationen im Gen B4GALT7 
hervorgerufen, das für die β1,4 GalT7 codiert, die Galaktose auf Xylose überträgt (bei O-
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Xylose basierenden Glykanen). Der Defekt wurde zuerst entdeckt beim Glykosaminoglykan 
Dermatansulfat (Jaeken und Mattthijs, 2007).  
 
1.4.2.1 Familial Tumoral Calcinosis 
Familial tumoral calcinosis ist eine Erkrankung, bei der O-GalNAc-basierende Glykane 
betroffen sind. Hier liegt eine Mutation im Gen GALNT3 vor, das für eine N-
Acetylgalaktosaminyltransferase 3 codiert, die das erste GalNAc auf das Protein überträgt. 
Unter anderem ist dadurch die Glykosylierung des Wachstumsfaktors FGF23 gestört. Es 
sind aber noch nicht alle betroffenen Proteine bekannt. Es kommt zu Kalzium-Ablagerungen 
in Haut und Gewebe (Kato et al., 2006).  
 
1.4.2.2 Tn-Syndrom 
Das Tn-Syndrom ist eine seltene Autoimmunerkrankung. Es wird verursacht durch eine 
somatische Mutation im COSMC-Gen, das für das Core 1 spezifische Chaperon  codiert, 
welches für die Aktivität der Core 1 GalT von Bedeutung ist. Patienten mit dem Tn-
Syndrom haben eine verringerte Core 1 GalT- (T-Synthase-) Aktivität und exprimieren auf 
Leukozyten und Erythrozyten im Blut das Tn- und das Sialyl-Tn-Antigen, das auf den 
gleichen Zellen von gesunden Personen nicht gefunden wird. Durch die verringerte Aktivität 
der Core 1 GalT kann die Core 1 Struktur anscheinend nicht mehr oder nur in geringen 
Mengen synthetisiert werden. Eine Behandlung dieser Erkrankung ist meist nicht 
erforderlich (Ju und Cummings, 2005, Berger, 1999). 
 
1.4.2.3 Krebs 
Auch bei Krebs spielen O-Glykane eine Rolle. Bei vielen Krebsarten wurde ein verändertes 
Glykosylierungsmuster von Mucinen entdeckt. Mucine sind Glykoproteine mit serin-, 
threonin- und prolinreichen tandem repeat Regionen, in denen besonders viele O-Glykane 
liegen. Sie sind an Zelloberflächen gebunden oder werden sekretiert. Mucine finden sich an 
den Oberflächen der Schleimhäute. Zellgebundene Mucine kontrollieren Interaktionen mit 
der Umgebung, können an Lektine binden und sind an Reaktionen des Immunsystems 
beteiligt. Mucine weisen ein gewebespezifisches Glykosylierungsmuster auf. Unter den mit 
Krebs assoziierten O-Glykanstrukturen findet man oft das Tn-Antigen und dessen sialylierte 
Variante. Eine erhöhte Expression des Tn- und des Sialyl-Tn- (STn)-Antigens ist ein Marker 
für Adenokarzinome, für weit fortgeschrittenen Krebs und invasive, hochproliferierende 
Tumore und Metastasierung und ist assoziiert mit einer schlechten Prognose bei Krebs-
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Patienten. Das Sialyl-Tn-Antigen kann bei 30% der Brustkrebspatientinnen gefunden 
werden, aber auch in malignen Tumoren des Magens, des Darms und der 
Bauchspeicheldrüse (Marcos et al., 2004, Sewell et al., 2006). Das Tn-Antigen kann 
Immunantworten gegen Krebszellen auslösen. Eine Ursache für eine veränderte 
Glykosylierung bei Krebs könnte eine veränderte Expression oder Aktivität von 
Glykosyltransferasen sein. Auch eine veränderte Expressionsrate der Akzeptorsubstrate kann 
die Aktivität der Glykosyltransferasen und das Glykosylierungsmuster beeinflussen (Freire 
et al., 2006). Bei Darm- und anderen Karzinomen ist die Expressionsrate einiger 
ppGalNAcTs, die den ersten Schritt der Mucin-Typ O-Glykosylierung, die Synthese des Tn-
Antigens katalysieren, erhöht (Brockhausen 2006). In in vitro-Untersuchungen zeigten 
Brustkrebszellen eine erhöhte Muc6-Expression. Muc6 ist ein gutes Akzeptorsubstrat für 
ppGalNAcTs, aber Muc6-Tn konnte nur ineffektiv galaktosyliert werden. Daher könnte 
angenommen werden, dass eine veränderte Expression von Akzeptorsubstraten zur Synthese 
von Strukturen führt, die nur ungenügend von den Enzymen der nachfolgenden 
Glykosylierungsschritte glykosyliert werden (Freire et al., 2006).  
 
1.4.2.4  Immunglobulin A Nephropathie  
Die Immunglobulin A Nephropathie (IgAN) ist die häufigste Form von Glomerulonephritis 
weltweit (Donadio, 2002). Aufgrund von Autopsiestudien wurde eine Prävalenz in der 
Bevölkerung von 1,3% geschätzt (Varis et al., 1993). Damit ist IgAN ein bedeutendes 
Beispiel für eine Erkrankung mit Störung der O-Glykanbiosynthese. IgAN ist eine 
entzündliche Autoimmunerkrankung mit glomerulären Ablagerungen von 
galaktosedefizientem IgA1 und Zellproliferation im Bereich des renalen Mesangiums. Die 
Ursache für IgAN ist noch unklar. Die IgA Nephropathie tritt im Verhältnis 2:1 häufiger bei 
Männern auf und manifestiert sich meist im jungen Erwachsenenalter (Floege und Gröne 
2003). In den meisten Fällen liegt eine primäre IgAN vor, dass heißt es gibt keine klinischen 
Vorläuferreaktionen oder assoziierte Erkrankungen. Klinisch manifestiert sich IgAN bei 
etwa 40 bis 50% der IgAN-Patienten durch eine periodisch wiederkehrende makroskopische 
Hämaturie. Bei der Erstdiagnose besteht bei etwa 20% der Patienten eine arterielle 
Hypertonie. Proteinurie von unter 2g/Tag tritt nur selten auf. Bei 20 bis 30% der Patienten 
entwickelt sich über einen Zeitraum von 10 bis 20 Jahren ein Nierenfunktionsverlust (Floege 
und Gröne, 2003).  Immunglobulin A ist eine von 5 Klassen von Antikörpern des 
menschlichen Immunsystems. Die Epithelzellen der Schleimhäute, die besonders gefährdet 
von Angriffen durch Mikroorganismen sind, sind Hauptproduktionsort von sekretorischem 
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IgA (sIgA).  Sekretorisches IgA verhindert an den Schleimhaut-Oberflächen das Anhaften 
und die Invasion von Mikroorganismen und ist die erste Verteidigungslinie des 
Immunsystems (Kerr, 1990, Van Egmond et al., 2000, Brandtzaeg und Johansen, 2005). 
Sekretorisches IgA kommt hauptsächlich als dimeres oder polymeres IgA vor. Im Serum 
wird hauptsächlich monomeres IgA gefunden, das aus dem Knochenmark stammt (Kerr, 
1990). Serum IgA bindet an Antigene, zum Beispiel Mikroorganismen im Blut, und bewirkt 
deren Phagozytose durch Makrophagen (van Egmond et al., 2000). Es gibt zwei Subklassen 
von IgA, IgA1 und IgA2. In humanem Serum findet sich IgA in Konzentrationen von 0,5 bis 
4 mg/ml, 80 bis 90 % davon sind IgA1. Sekretorisches IgA hat im Gegensatz zu Serum-IgA 
einen erhöhten IgA2-Anteil. IgA1 ist ein Molekül von ca. 160 kDa, das aus zwei schweren 
Ketten von je 58 kDa und zwei leichten Ketten von je 25 kDa besteht (Putnam et al, 1979). 
Dimeres und polymeres IgA enthält noch eine J-Kette, die joining chain, ein 15 kDa  großes 
Protein, das zwei IgA-Moleküle miteinander verbindet (Mestecky und McGhee, 1987). 
Sekretorisches dimeres IgA wird an den basolateralen Oberflächen des Schleimhautepithels 
spezifisch vom 100 kDa großen pIG-Rezeptor (pIGR) erkannt, durch die Epithelschicht 
geschleust und als Komplex mit der pIGR-Ektodomäne (Sekretorische Komponente SC) in 
die Schleimhaut-Sekrete entlassen (Kerr, 1990). IgA1 besitzt 2 N-Glykane pro schwerer 
Kette, an Asn-263 und Asn-455, also 4 pro Molekül. IgA1 besitzt eine cystein- und 
prolinreiche Hinge-Region. Als Besonderheit weist diese eine Wiederholung einer kurzen 
Folge von 7 bis 8 Aminosäuren auf, wahrscheinlich das Ergebnis einer Genduplikation 
und/oder Insertion. In dieser serin- und threonin-reichen Sequenz liegen außerdem  O-
Glykane. Bei IgA2 fehlt dieser Abschnitt von 12 bis 13 Aminosäuren, daher besitzt IgA2 
keine O-Glykane (Frangione und Wolfenstein-Todel, 1972). Die schweren Ketten sind 
unterhalb der Hinge-Region über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden. Von den 5 
Immunglobulinklassen des Menschen konnten nur bei IgA1 und IgD O-Glykane 
nachgewiesen werden. In der Hinge-Region von humanem IgA1 liegen 9 Serin- oder 
Threoninreste, an die theoretisch O-Glykane geknüpft werden können. Bei Myeloma-IgA1 
existieren 5 O-Glykane, die alle an Serin gebunden sind (Baenziger und Kornfeld, 1974). Bei 
humanem Serum-IgA1 konnten ebenso 5 O-Glykosylierungsstellen identifiziert werden, 
allerdings sind hier die Glykane sowohl an Serin, als auch an Threonin geknüpft. Die O-
Glykosylierungsstellen bei humanem IgA1 sind Thr225, Thr228, Thr236, Ser230 und 
Ser232, wobei Thr225 und Thr236 nicht immer besetzt sind (Mattu et al., 1998).  Es wurde 
auch von einer sechsten O-Glykosylierungsstelle berichtet, die allerdings nur 5 bis 10% der 
Glykoformen ausmacht (Tarelli et al., 2004). Die Glykoformen, die beim IgA1-Molekül 
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vorliegen können, sind das Tn-Antigen (GalNAc), das sialylierte Tn-Antigen (Neu5Acα2-
6GalNAc), das T-Antigen (Galβ1-3GalNAc) oder das mono- oder disialylierte T-Antigen 
(Neu5Acα2–3Galβ1–3GalNAc bzw. Neu5Acα2–3Galβ1–3(Neu5Acα2-6)GalNAc) 
(Abbildung  7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7 (verändert nach Allen et al., 1999): Immunglobulin A1 (IgA1). Blau = schwere Ketten, lila = 
leichte Ketten, VL = Variable Domäne der leichten Kette, VH = Varible Domäne der schweren Kette, CL = 
Konstante Domäne der leichten Kette, CH1 = 1. Konstante Domäne der schweren Kette,  CH2 = 2. Konstante 
Domäne der schweren Kette, CH3 = 3. Konstante Domäne der schweren Kette. 
 
Die am häufigsten vorkommenden Glykanstrukturen bei humanem Serum-IgA1 sind das 
monosialylierte TF-Antigen, das mit einem Anteil von etwa 37% vorkommt und das TF-
Antigen (30%). Das disialylierte  TF-Antigen (Siaα2-6Galβ1-3[Siaα2-3]GalNAc) stellt nur 
einen Anteil von etwa 7 % aller O-Glykane (Mattu et al., 1998, Field et al., 1994, Allen et 
al., 1999). Nicht immer sind alle 5 O-Glykosylierungsstellen beim IgA1 besetzt, und auch 
die Glykanstrukturen an einer  identischen Position können von Molekül zu Molekül 
variieren, sodass viele verschiedene Glykoformen des IgA1 vorliegen (Mattu et al., 1998). 
Man bezeichnet dieses Phänomen als Mikroheterogenität.  Diese Mikroheterogenität macht 
eine Analyse und Quantifizierung der IgA-O-Glykane sehr schwierig. IgA1, das aus den 
Glomeruli des renalen Mesangiums von IgAN-Patienten eluiert wurde, weist eine anormale 
O-Glykosylierung auf. Es besitzt weniger terminale Sialinsäure und Galaktose (Allen et al., 
2001) und liegt überwiegend in der polymeren (pIgA) Form vor (Feehally and Allen, 1999). 
Auch IgA aus dem Serum von IgAN-Patienten weist eine Sialinsäure- und Galaktose-
Defizienz auf (Allen et al., 1999, Moldoveanu et al., 2007). Bisher konnte keine Korrelation 
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von klinischen Parametern wie Dauer der Erkrankung, Serum-Kreatininlevel oder 
Proteinurie mit dem Glykosylierungsgrad von IgA1 nachgewiesen werden (Xu und Zhao, 
2005). Bei etwa 50% der IgAN-Patienten wird eine erhöhte Serum-IgA-Konzentration 
beobachtet (Van den Wall Bake et al., 1988). Auch bei gesunden Personen können 
Ablagerungen von IgA im Mesangium gefunden werden, ohne dass eine Nephritis vorliegt 
(Moldoveanu et al., 2007, Feehally und Allen, 1999). Die Rolle von IgA in der Pathogenese 
von IgAN und der Mechanismus der IgA-Ablagerung im renalen Mesangium sind noch nicht 
aufgeklärt. Ebenso unklar ist die genaue Charakteristik der veränderten Glykosylierung und 
deren Ursache. Polymeres IgA von IgAN-Patienten enthält einen höheren Anteil an 
sekretorischem IgA, als das von gesunden Personen. Außerdem zeigte polymeres IgA 
gegenüber monomerem IgA erhöhte Bindung und Aktivierung von Mesangialzellen und eine 
erhöhte Bindungsfähigkeit zum Komplement-aktivierenden Lektin MBL (Mannose-binding 
Lectin). Diese Eigenschaften von polymerem IgA könnten zur Ablagerung von IgA in den 
Glomeruli und zur Entstehung von Entzündungsreaktionen beitragen (Oortwijn et al., 2006). 
Bei N-Glykanen von polymerem IgA  wurde eine Oligomannose-Struktur gefunden, die 
nicht bei monomerem IgA auftrat. Des Weiteren konnte bei den N-Glykanen von pIgA eine 
signifikante Sialinsäuredefizienz nachgewiesen werden. Ein Grund für diese Beobachtung 
könnte die Präsenz von sekretorischem IgA in der pIgA-Fraktion sein, da SIgA ein anderes 
N-Glykosylierungsmuster aufweist, nämlich mit Oligomannosestrukturen und exponiertem 
terminalem GlcNAc ohne Sialylierung. Wie schon von anderen berichtet, weisen diese 
Ergebnisse auf eine Beteiligung einer Subfraktion von anormal glykosyliertem IgA hin, das 
wahrscheinlich aus den Schleimhaut-Epithelzellen stammt (Oortwijn et al., 2006). Das im 
Mesangium abgelagerte IgA scheint keine einheitliche Spezifität zu haben, daher wurde 
angenommen, dass physikochemische Eigenschaften des IgA1-Moleküls an der Ablagerung 
beteiligt sind (Allen et al., 1999). Enzymatisch desialyliertes IgA bildet Aggregate von bis zu 
1000 kDa. Desialylierung und Degalaktosylierung fördern auch  die Adhäsion an 
Komponenten der extrazellulären Matrix, Kollagen IV, Fibronektin und Laminin. Die 
terminale Sialinsäure scheint IgA1 vor Selbst-Aggregation zu schützen und Interaktionen mit 
ECM-Komponenten zu verhindern. Daher wurde angenommen, dass unterglykosyliertes IgA 
eine natürliche Tendenz zur Selbst-Aggregation hat, und dass die nicht-immunologische 
Aggregation und ECM-Interaktion an der Akkumulation von IgA im Mesangium beteiligt 
sind (Kokubo et al., 1998). Im Serum und im Mesangium liegt untergalaktosyliertes IgA1 in 
der monomeren  und polymeren Form in hochmolekularen Komplexen mit der Komplement-
Komponente C3 und teilweise IgM und IgG vor. In gesunden Personen wurden auch IgA-
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IgG-Komplexe nachgewiesen, jedoch konnten GalNAc-spezifische Lektine in wesentlich 
höherer Menge an die Komplexe von IgAN-Patienten binden. Die Bindung zu GalNAc-
spezifischen Lektinen, ein Maß für die Untergalaktosylierung von IgA1, ist bei IgA in 
hochmolekularen Komplexen wesentlich stärker als bei mono- oder dimerem IgA. Das IgG 
aus hochmolekularen Immunkomplexen wies eine Spezifität für agalaktosyliertes IgA sowie 
für strukturell analoge Glykane auf anderen Proteinen (nicht-Immunglobulinen) auf. Auch 
das IgG (wahrscheinlich unkomplexiert) aus dem Serum von IgAN-Patienten und Kontrollen 
hat eine Spezifität für an Serin oder Threonin geknüpftes GalNAc. Im Serum von IgAN-
Patienten wurde eine höhere Konzentration von IgG, das spezifisch für die Glykane der IgA1 
Hinge-Region ist, nachgewiesen (Suzuki et al., 2009). Der Hauptanteil dieses IgGs ist dabei 
von der IgG2-Subklasse. Es ist möglich, dass dieses IgG gegen strukturell ähnliche 
Oberflächenantigene von Mikroorganismen gerichtet ist und mit untergalaktosyliertem IgA1 
kreuzreagiert (Suzuki et al., 2009, Barratt und Eitner, 2009). In den Immunkomplexen wurde 
auch IgA1 mit Spezifität für IgA-O-Glykane nachgewiesen, während das komplexgebundene 
IgM wahrscheinlich eine andere Spezifität aufweist (Tomana et al., 1997, Tomana et al., 
1999, Russell et al., 1986, Suzuki et al., 2009). Zirkulierende Immunkomplexe waren in der 
Lage, die Proliferation von Mesangialzellen zu beeinflussen. Immunkomplexe aus IgA1 und 
IgG mit einer Größe zwischen 800 und 900 kDa stimulierten die Proliferation von 
Mesangialzellen. Diese Immunkomplexe enthielten auch den Hauptanteil an 
untergalaktosyliertem IgA1. Kleinere Immunkomplexe zwischen 700 und 800 kDa 
inhibierten die Proliferation (Novak et al., 2005). Makromolekulare Komplexe mit 
unterglykosyliertem IgA (sialinsäure- und galaktosedefizient) und einer Größe von 250 bis 
500 kDa konnten die Proliferationsrate von Mesangialzellen reduzieren und die 
Apoptoserate steigern. Der Effekt war mit Komplexen von IgAN-Patienten größer, als mit 
Komplexen von gesunden Personen. Gleiche Ergebnisse konnten mit in-vitro desialyliertem 
und degalaktosyliertem IgA reproduziert werden (Amore et al., 2001). Innerhalb der IgAN 
unterscheidet man zwei Subgruppen anhand der Dicke der Glomerulären Basalmembran: 
Eine Gruppe mit dünner Glomerulärer Basalmembran (T-GBM)  und eine mit normaler 
Glomerulärer Basalmembran (N-GBM). Eine T-GBM wird häufiger bei Frauen beobachtet 
und ist assoziiert mit einer besseren Prognose. Bei der IgAN-Patienten-Gruppe mit N-GBM 
wurde bei Serum-IgA1 eine Untergalaktosylierung des IgA1 im Vergleich zu gesunden 
Personen festgestellt, bei der T-GBM-Gruppe jedoch nicht (Linossier et al., 2003, Berthoux 
et al., 1995, Deprèle et al., 1998). Normalerweise wird IgA in der Leber katabolisiert.  Der 
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R) auf Hepatozyten erkennt nicht-sialylierte 
                                                                                                                               Einleitung 
_________________________________________________________________________ 
37 
 
Glykanstrukturen des IgA-Moleküls und ist damit verantwortlich für den Abbau von IgA1 in 
der Leber. Es ist denkbar, dass untergalaktosyliertes IgA1 von natürlich vorkommenden 
Anti-Glykan-Antikörpern erkannt wird, Immunkomplexe bildet und dass die Komplexe 
entweder nicht mehr vom ASGP-Rezeptor erkannt werden, oder dass die Komplexe zu groß 
sind, um durch die Fenestrae der Leber-Endothelzellen in den Disse-Raum zu gelangen und 
mit den Hepatozyten zu interagieren. IgA-IgG Komplexe könnten auf diese Weise dem 
Abbau entgehen, dadurch in erhöhter Konzentration im Serum vorliegen und später im 
Mesangium abgelagert werden (Abbildung 8). Dort könnten sie Entzündungsreaktionen und 
die Proliferation von Mesangialzellen auslösen (Tomana et al., 1997, Tomana et al., 1985).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  8 (verändert nach Pschyrembel® Klinisches Wörterbuch, 2007): Strukturen einer humanen 
Niere (A). Henle-Schleife mit Glomerulum (B). Gegenüberstellung der Morphologie eines Glomerulums und 
eines Glomerulums mit typischen Veränderungen bei IgA Nephropathie (C). 
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Wodurch die Galaktose-Defizienz des IgA1-Moleküls hervorgerufen wird, ist noch unklar. 
Als Ursache wird eine reduzierte Aktivität des für die Synthese der Core 1 Struktur 
verantwortlichen Enzyms, der Core 1 β1,3 GalT oder eine fehlerhafte Expression des für die 
Aktivität der C1GalT essentiellen Chaperons Cosmc in IgA-produzierenden B-Zellen 
diskutiert. Es konnte aber bisher keine veränderte C1GalT-Aktivität in B-Zellen von IgAN-
Patienten nachgewiesen werden (Buck et al., 2008). Smith und Mitarbeiter stellten die 
Theorie auf, dass nur bestimmte B-Zell-Populationen eine anormale O-Glykosylierung 
aufweisen und dass der Zusammenhang, in dem die B-Zellen auf ein Antigen treffen das O-
Glykosylierungsmuster maßgeblich beeinflusst. Daher untersuchten sie bei IgAN-Patienten 
und gesunden Personen die O-Glykosylierung von IgA1 nach systemischer Applikation mit 
dem Tetanus Impfstoff (TT) oder Zusammentreffen mit dem Antigen (Helicobacter pylori, 
HP) an der Schleimhaut-Oberfläche. Bei beiden Patientengruppen wurde eine Galaktose-
Defizienz des Serum-IgA1 beobachtet, aber keine bei den TT- oder HP-spezifischen IgA1-
Molekülen. Die Tatsache, dass auch korrekt glykosyliertes IgA1 produziert wird, 
verdeutlicht, dass es keinen grundlegenden Defekt in der O-Glykosylierung von B-Zellen 
gibt (Smith et al., 2006). Dies wird weiterhin unterstützt durch die Tatsache, dass bei IgAN 
IgD und der C1-Inhibitor, zwei weitere O-Glykoproteine im Serum normal glykosyliert sind. 
IgD wird in einer frühen Phase der B-Zell-Entwicklung produziert, IgA erst später, von 
reifen B-Zellen. Das lässt darauf schliessen, dass die Untergalaktosylierung von IgA1 bei 
IgAN nicht durch einen angeborenen Defekt der O-Glykosylierung in der gesamten B-Zell-
Population hervorgerufen wird, sondern durch ein späteres Ereignis in der B-Zell-
Entwicklung ausgelöst werden könnte (Smith et al, 2006b). Als Ursache für  IgAN wurde 
über eine Mutation im Gen der C1GalT oder Cosmc spekuliert. Beim Tn-Syndrom, einer 
Autoimmunerkrankung, liegen ein oder mehrere Mosaik-Mutationen im Cosmc-Gen vor (Ju 
und Cummings, 2005). Beim Tn-Syndrom tragen rote Blutzellen ein anormal glykosyliertes 
Membranprotein, das das Tn-Antigen exprimiert. Bei IgAN-Patienten konnte hingegen keine 
Mutation im Cosmc-Gen gefunden werden. Malycha und Mitarbeiter analysierten 10 
verschiedene DNA-Klone von 39 IgAN-Patienten mit sporadischer und familiärer IgAN und 
fanden keine funktionell relevante Mutation. Einige IgAN-Patienten haben einen 
Polymorphismus, rs17261572 an Nucleotid 568 gefunden, der aber auch bei gesunden 
Personen auftritt. Somit konnte bisher kein Beweis erbracht werden, dass eine Mutation im 
Cosmc-Gen an der Entstehung von IgAN beteiligt ist. Trotzdem ist nicht auszuschließen, 
dass es individuelle IgAN-Patienten gibt, bei denen eine Mutation in Cosmc zur 
Inaktivierung der C1GalT und weiter zu einer Untergalaktosylierung von IgA1 führt. Auch 
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eine Mutation im Promoter von Cosmc oder der nicht-codierenden Region kann nicht 
ausgeschlossen werden (Malycha et al., 2009). Die Erkenntnis, dass eine anormale O-
Glykosylierung von IgA1 an der Entstehung von IgAN beteiligt ist, kann inzwischen als 
gesichert angesehen werden. Um eine Beteiligung der N-Glykane zu Beweisen oder 
auszuschließen, liegen aber noch nicht genügend Daten vor. β1,4 GalT-defiziente Mäuse 
entwickeln Symptome, die auch in IgAN auftreten (Nishie et al., 2007). Die β1,4 GalT 
überträgt Galaktose aus UDP-Gal auf endständiges N-Acetylglukosamin (GlcNAc) bei O- 
und N-Glykanen. Beim IgA1 kommt GlcNAc allerdings nur in den N-Glykanen vor (Mattu 
et al., 1998). Die β1,4 GalT-defizienten Mäuse zeigten eine erhöhte Sterblichkeit. In den 
Nieren der β1,4 GalT-Mäuse wurde abgelagertes IgA gefunden und eine vergrößerte 
mesangielle Matrix, wie in IgAN beim Menschen. Bei 8 Wochen alten Mäusen zeigte sich 
glomeruläre Sklerose, die mit dem Alter fort schritt. Den N-Glykanen von Serum-IgA 
fehlten Sialinsäure und Galaktose. O-Glykane kommen beim IgA der Maus nicht vor. Nur 
wenige der Mäuse zeigten Hämaturie. Die Mäuse zeigten allgemein abgeschwächte 
Entzündungsreaktionen, wahrscheinlich durch die gestörte Biosynthese von Selektin-
Liganden. Wahrscheinlich konnten deshalb keine Entzündungsreaktionen in den Glomeruli 
und nur selten Hämaturie beobachtet werden. Im Mesangium der β1,4 GalT-defizienten 
Mäuse konnten IgA, IgG, IgM und  C3 nachgewiesen werden, was auf das Vorhandensein 
von Immunkomplexen schließen lässt. Die Serum-IgA-Konzentration war erhöht im 
Vergleich zu Kontroll-Mäusen und es wurde eine erhöhte Konzentration von polymerem 
IgA im Serum der β1,4 GalT-defizienten Mäuse gefunden. Asialo-agalakto-IgA neigt dazu, 
zu aggregieren. Das könnte eine Ursache für die erhöhte pIgA-Konzentration sein. Das 
polymere IgA kann aufgrund seiner polyvalenten Eigenschaften schnell Immunkomplexe 
bilden, die sich in den Glomeruli ablagern könnten. Allerdings sind die Ursachen für die hier 
vorliegenden IgAN-ähnlichen Symptome noch unklar, da aufgrund der 
Galaktosyltransferase-Defizienz viele Proteine nicht korrekt glykosyliert wurden, die die 
Ergebnisse beeinflussen können. Ob tatsächlich auch untersialyierte und untergalaktosylierte 
N-Glykane an der Entstehung von IgAN beim Menschen beteiligt sind, bleibt weiterhin zu 
klären (Nishie et al., 2007). Allen und Mitarbeiter fanden in Lektin-Assays keine anormale 
Glykosylierung der N-Glykane, weder bei IgA, noch bei IgG (Allen et al., 1995). Einige 
Berichte über Nierentransplantationen legen die Vermutung nahe, dass die Ursache für IgAN 
nicht in den Nieren, sondern im IgA Immunsystem zu finden ist. Zum einen erhielt eine 
gesunde Person die Niere eines IgAN-Patienten mit IgA-Ablagerungen, woraufhin die 
Ablagerungen verschwanden (Sanfilippo et al., 1982). Zum anderen bildeten sich erneut 
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IgA-Ablagerungen wenn die Niere einer gesunden Person in einen IgAN-Patienten 
transplantiert wurde (van der Boog et al., 1999). Die Untersuchung der untergalaktosylierten 
IgA1-Level bei familiärer und sproradischer IgAN lieferte Hinweise, dass es sich bei dieser 
Charakteristik um ein vererbtes Merkmal handelt. Wahrscheinlich ist eine autosomal 
dominante Komponente an der Variation dieses Merkmals beteiligt. Aufgrund der Tatsache, 
dass Verwandte von Patienten mit familiärer IgAN zwar hohe Level untergalaktosylierten 
IgAs aufweisen, aber keine Symptome einer IgAN zeigen, kann vermutet werden, dass 
weitere genetische oder umweltbedingte Faktoren zur Ausbildung von IgAN beitragen und 
dass hohe Level an untergalaktosyliertem IgA nur einen initialen ererbten Risikofaktor 
darstellen (Gharavi et al., 2008).  
 
1.5 Glykan-Analytik 
Um die Struktur und Funktion von Glykanen zu verstehen, ist eine exakte Analytik 
unerlässlich. Im Prinzip können für die Analyse von N- und O-Glykanen die gleichen 
Methoden angewandt werden. Es gibt jedoch einige spezifische Unterschiede, die beachtet 
werden müssen. Da O-Glykane im Vergleich zu N-Glykanen viele unterschiedliche Core-
Strukturen besitzen, deren Komplexität durch Verzweigungen noch erweitert wird, ist die 
Analyse der O-Glykane etwas schwieriger. Zur exakten Analyse der Zuckersequenz und der 
Bindungsarten sind meist Kombinationen aus mehreren Methoden nötig (Brooks, 2009). 
Glykane können mit Lektinen detektiert und angereichert werden. Lektine sind Zucker-
bindende Proteine ohne enzymatische Aktivität. Lektine binden Kohlenhydrate in einer nicht 
kovalenten Bindung. Die Interaktion von Lektin und Kohlenhydrat ist meist reversibel. Eine 
Vielzahl der Lektine hat zwei oder mehr Kohlenhydrat-bindende Regionen. Dadurch kann es 
zur Quervernetzung mehrerer Liganden kommen (Sharon und Lis, 1989, Ambrosi et al., 
2005). Die Affinität der Lektin-Kohlenhydrat-Interaktion ist meist sehr niedrig und für die 
meisten Lektine sind Dissoziationskonstanten im milimolaren Bereich bekannt (Ambrosi et 
al., 2005). Eine Detektion von bestimmten Glykanen in einem Enzyme-linked Immuno 
Sorbent Assay (ELISA) oder Enzyme-linked lectin assay (ELLA) mit Lektinen ist eine 
relativ einfache Methode zur Glykananalytik. Lektine haben aber den Nachteil, dass sie oft 
eine schwache Affinität für ihren spezifischen Zucker haben und eine multivalente 
Präsentation für eine hohe Affinität benötigen (Laughlin und Bertozzi, 2009). In der N-
Glykananalytik werden zum Beispiel das Lektin von Erythrina cristagalli spezifisch für 
Galβ1,4GlcNAc, Concanavalin A (ConA) spezifisch für Mannose-Strukturen oder das 
Wheat germ agglutinin (WGA-Lektin) spezifisch für β-D-N-Acetylglukosamin verwendet 
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(Koles et al., 2007). In der O-Glykananalytik werden zum Beispiel häufig die Lektine aus 
Helix aspersa oder Vicia villosa verwendet, die eine hohe Affinität für GalNAc (Tn-
Antigen) besitzen, oder das Peanut Agglutinin (PNA), dass spezifisch für Galβ1,3GalNAc 
ist, aber nicht an sialylierte Glykane bindet (Allen et al., 1999). Auch Antikörper können zur 
Detektion von N- und O-Glykanen verwendet werden (Laughlin und Bertozzi, 2009). Im 
Vergleich zu Lektinen gibt es aber relativ wenig kommerziell erhältliche Anti-Glykan 
Antikörper (Brooks, 2009) Lektine und Antikörper können auf Chips immobilisiert werden 
und so zum „High Throughput Screening“ einer großen Probenanzahl genutzt werden 
(Brooks, 2009). N- sowie O-Glykane können mithilfe des „Metabolic Labeling“ mit 
chemischen Reportergruppen oder radioaktiv markierten Monosacchariden markiert werden. 
Die veränderten Monosaccharide werden lebenden Zellen zugesetzt und bei der 
Glykanbiosynthese eingebaut. Die Markierung kann dann detektiert werden. 
Sialyltransferasen zum Beispiel akzeptieren chemische Veränderungen an der Acylgruppe. 
So kann Azid- oder Alkin-markierte Sialinsäure statt der normalen Sialinsäure auf die 
Glykane übertragen und anschließend detektiert werden. (Laughlin und Bertozzi, 2009). 
Diese Methode ist zum Beispiel auch für die Markierung von GalNAc-Glykanen mit 
GalNAz anwendbar. Glykane können auch in vitro chemisch oder enzymatisch mit einem 
Fluoreszenzstoff oder einer chemischen Reportergruppe markiert werden. Enzymatische 
Markierungen sind meist spezifischer als chemische. N-Glykane können zum Beispiel 
enzymatisch mit Biotin-markierter Galaktose markiert werden (Bülter et al., 2001).  
 Zur exakteren Analyse der Glykanstruktur werden Glykane im Ganzen oder seriell 
enzymatisch vom Protein abgetrennt. Bei N-Glykanen löst das Enzym PNGaseF die N-
glykosidische Bindung zwischen dem ersten GlcNAc und dem Asparagin an dem das 
Glykan ans Protein gebunden ist. Exoglykosidasen wie Sialidasen, Galaktosidasen und 
andere können nacheinander einzelne Monosaccharide von N- und O-Glykanen  abtrennen. 
Das erste GalNAc bei O-Glykanen kann durch das Enzym O-Glykanase (N-
Acetylgalaktosaminidase) vom Protein abgetrennt werden. Auch eine chemische Abtrennung 
von Mono- oder Oligosacchariden, zum Beispiel durch Hydrazinolyse ist möglich. Die 
isolierten Glykane oder Monosaccharide können dann per Kapillarelektrophorese (CE), 
Hochauflösender Flüssigkeitschromatographie (HPLC)/ESI-MS, FT-ICR MS/MS oder 
MALDI-TOF-MS analysiert werden (Mechref et al., 2005, Koles et al., 2004, Tomiya et al., 
2003, Renfrow et al., 2005, Pouria et al., 2004, Hiki et al., 2001). Viele O-Glykanstrukturen 
co-eluieren in der HPLC, daher sind Kombinationen aus Normalphasen (NP)- und 
Umkehrphasen (RP)-HPLC-Methoden entwickelt worden. Die Trennung beruht auf der 
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Hydrophobizität der Glykanstrukturen. Die freien Glykane können  per PAD („Pulsed 
Amperometric Detection“) detektiert oder mit einem Fluoreszenz-Farbstoff wie 2-
Aminobenzamid markiert und detektiert werden. Durch Vergleich des Elutionsprofils mit 
Standards einer Datenbank können die Mono- oder Oligosaccharide identifiziert werden 
(Brooks, 2009). In der Fluorophore-assisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE) werden 
Glykane mit einem Fluorophor markiert, abgetrennt und in einer Elektrophorese getrennt 
und identifiziert (Allen et al., 1999). Die wohl zur Zeit exakteste Methode zur Identifizierung 
von Glykanstrukturen ist eine Kombination aus Verdau mit Exoglykosidasen, HPLC/ESI-
MS und NMR (Nuclear magnetic resonance) (Brooks, 2009).  
 
1.6 Detektion defekter Glykanstrukturen in der Diagnostik 
Auch wenn eine defekte Glykosylierung bei den im vorangegangenen Kapitel geschilderten 
Erkrankungen charakteristisch ist, reicht eine Detektion dieser defekten Glykanstrukturen  
nicht immer für eine gesicherte Diagnose aus. 
Beim Tn-Syndrom zeigen GalNAc-spezifische Lektine wie das Lektin von Vicia villosa eine 
verstärkte Affinität für Erythrozyten, Thrombozyten, Granulozyten und T-Lymphozyten, die 
verstärkt das Tn-Antigen exprimieren, daher kann das Tn-Syndrom durch diese Lektine in 
einem Enzyme-linked Immunosorbent assay (ELISA) nachgewiesen werden (Judson et al., 
1983). Eine weitere Nachweismethode ist die Durchflusszytometrie mit spezifischen 
Antikörpern gegen das Tn-Antigen oder Lektinen (Alexander et al., 2006). Da das Tn-
Syndrom sehr selten ist und keine intensive Behandung erfordert, gibt es relativ wenige 
Untersuchungen zu diesem Thema. 
Bei Brustkrebs und anderen Krebsarten korreliert das vermehrte Auftreten des Tn-Antigens  
oft  mit einer schlechten Prognose, ist aber nicht essentiell für die Diagnose (Marcos et al., 
2004, Springer, 1984).   
Zur Diagnose von IgAN muss IgA im Glomerulus der Niere durch immunhistochemische 
Färbung nachgewiesen werden, was nur durch eine Nierenbiopsie möglich ist (Floege und 
Gröne, 2003). Eine Nierenbiopsie ist ein invasiver Eingriff und mit einem gewissen 
Infektionsrisiko für den Betroffenen verbunden. Daher sind nicht-invasive 
Diagnostikmethoden vorzuziehen. Serummarker wie eine erhöhte 
Serumkreatininkonzentration oder eine erhöhte Serum-IgA1-Konzentration sind aber nicht 
bei allen IgAN-Patienten vorhanden und zeigen eine ungenügende Sensitivität und Spezifität 
(Floege und Gröne, 2003, Moldoveanu et al., 2007). Sensitivität und Spezifität sind 
Parameter für die Beurteilung eines diagnostischen Tests. Die Sensitivität gibt den 
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Prozentsatz der tatsächlich Erkrankten an, die in einer Gruppe von Kranken mit dem Test 
identifiziert werden. Anders ausgedrückt ist dies die Wahrscheinlichkeit, dass ein Kranker 
tatsächlich als krank identifiziert wird. Die Spezifität gibt den Prozentsatz an gesunden an, 
die tatsächlich mit dem Test als gesund (= nicht krank) identifiziert werden. Auch der 
Nachweis von IgA-Fibronektinkomplexen im Serum ist nicht sensitiv und spezifisch genug 
für eine sichere Diagnose (Floege und Gröne, 2003). Eine weitere Methode, die derzeit von 
verschiedenen Arbeitsgruppen weltweit untersucht wird, ist die Detektion und 
Quantifizierung von untergalaktosyliertem IgA1 im Serum (Allen et al., 1999, Oortwijn et 
al., 2006). Glykananalyse-Methoden wie FACE, HPLC-MS oder MALDI-TOF-MS oder 
NMR können die Glykankomposition relativ exakt wiedergeben und so eine 
Untergalaktosylierung detektieren (Hiki et al., 2001). Allerdings muss IgA dafür aus dem 
Serum isoliert, angereichert und in mehreren Schritten bearbeitet werden (Allen et al., 1999, 
Pouria et al., 2004, Hiki et al., 2001). Diese Tatsache macht diese Methoden zu arbeits- und 
zeitintensiv und kostspielig und schliesst sie für die Routinediagnostik aus. Die Diagnose 
wird auch durch die Tatsache erschwert, dass keine exakte „normale“ Glykankomposition 
des IgA1 definiert werden kann, die Glykosylierung zeigt eine große Heterogenität. Einfache 
Methoden wie ein ELISA-basierender Lektinnachweis eignen sich grundsätzlich besser für 
Routineanwendungen (Moldoveanu et al., 2007). Viele Gruppen haben bereits versucht, 
einen diagnostischen Test mit Lektinen zu entwickeln. Dabei wurden die Lektine von Vicia 
villosa und Helix aspersa verwendet, die eine hohe Affinität zu GalNAc haben. Der bisher 
beste, von Moldoveanu und Mitarbeitern publizierte Test dieser Art hatte eine Sensitivität 
von 76,5 % und eine Spezifität von 94%. Der positive Vorhersage-Wert lag bei 88,6, der 
negative Vorhersage-Wert bei 78,9. Dieser Test kann Potential als nicht-invasive Diagnose-
Methode für IgAN haben, ist bisher aber nicht sensitiv genug (Moldoveanu et al., 2007). 
Bisher zeigten alle Lektin-basierenden Untersuchungen, dass ein unterschiedlicher 
Prozentsatz an IgAN-Patienten und gesunden Kontrollen sich nicht in ihren 
Lektinbindungseigenschaften unterscheiden. (Oortwijn et al., 2006, Allen et al., 1999, 
Moldoveanu et al., 2007). Eine weitere Methode, die zur Detektion von IgAN im Serum 
vorgeschlagen wurde, ist die Bestimmung des Levels an Anti-IgA IgG Autoantikörpern. 
Doch auch dieser Methode mangelt es bis jetzt an Sensitivität und Spezifität für einen sero-
diagnostischen Test (Suzuki et al., 2009). Bis jetzt konnte noch nicht aufgeklärt werden, 
inwiefern die IgG-vermittelte IgA-Immunkomplex-Bildung an der Pathogenese von IgA 
beteiligt ist. (Suzuki et al., 2009, Barratt und Eitner, 2009). Denkbar wäre auch eine 
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Kombination aus Agalakto-IgA und IgG-Nachweis. Bis heute gibt es keinen 
serodiagnostischen Test für IgAN. 
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2. Zielsetzung 
 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung von neuen alternativen Methoden 
zur Analyse der Untergalaktosylierung des IgA1 Moleküls im Krankheitsbild der IgA 
Nephropathie. Bisher ist eine eindeutige Diagnose der IgA Nephropathie nur durch eine 
Nierenbiopsie möglich. Als einfache Alternative wurden in der jüngeren Vergangenheit 
Lektin-ELISA-Methoden untersucht. Die bisher etablierten Lektin-Analysen zur Detektion 
von untergalaktosyliertem IgA1 im Serum von IgAN-Patienten sind aber nicht sensitiv 
genug für eine Diagnose. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher eine ELISA-basierende 
Methode zur Detektion der Untergalaktosylierung von Serum-IgA1 bei IgAN entwickelt, 
optimiert und evaluiert werden. Dabei sollten sowohl Lektine, als auch Glykan-spezifische 
Antikörper eine Anwendung finden. Die Bindungseigenschaften der Lektine und Antikörper 
sollten detailiert untersucht werden. Zur Bewertung des optimierten Tests sollten verblindete 
Proben von IgAN-Patienten und Kontrollen analysiert werden. Analysen der IgA1 O-
Glykosylierung werden bei dieser Art von Test durch zwei Faktoren erschwert: die 
Heterogenität der Glykosylierung und die Spezifität von Lektinen und Antikörpern. Deshalb 
sollten zusätzlich zwei neue in vitro-Analyseverfahren entwickelt werden. Im ersten 
Verfahren sollte Galaktose enzymatisch auf untergalaktosylierte Glykanstrukturen auf IgA1 
übertragen werden. Dies hatte zum Ziel eine homogene Glykosylierung bestehend aus 
komplett galaktosylierten Glykanen zu schaffen. Der Gehalt an untergalaktosylierten 
Glykanen vor und nach Galaktosetransfer sollte mit Lektinen und Antikörpern quantifiziert 
werden. Durch Vergleich des Gehalts vor und nach Transfer sollten IgAN-Patienten anhand 
eines größeren Unterschieds identifizierbar sein. Im zweiten Verfahren – unabhängig von 
Lektinen oder Antikörpern - sollte radioaktiv oder mit einer Reportergruppe markierte 
Galaktose enzymatisch auf untergalaktosylierte IgA-Glykane übertragen werden. Durch 
Detektion und Quantifizierung der Markierung sollten IgAN Patienten identifiziert werden. 
Für diese beiden Verfahren musste eine Galaktosyltransferase gefunden werden, die 
Galaktose auf IgA1-Glykane übertragen konnte. Dazu sollten verschiedene 
Galaktosyltransferasen kloniert und rekombinant exprimiert werden.  Auch zur Bewertung 
dieser beiden Testverfahren sollten verblindete Serum-IgA-Proben von IgAN-Patienten und 
Kontrollen analysiert werden. Alle in dieser Arbeit entwickelten Verfahren sollten 
miteinander verglichen und evaluiert werden. Abschließend sollte eine Bewertung der 
untersuchten Methoden stattfinden, in der die Anwendbarkeit für eine Diagnosestellung bei 
IgA Nephropathie beurteilt und mit bereits etablierten Methoden verglichen werden sollte. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Schematische Übersicht der in dieser Arbeit angewendeten Verfahren 
zur Analyse der IgA1-Untergalaktosylierung 
 
1. Analyse der IgA1 O-Glykane mit Lektinen und Antikörpern mittels ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Desialylierung und enzymatische Galaktosylierung von freiem GalNAc auf IgA1 und 
Vergleich des tatsächlichen und des maximal möglichen Galaktosegehalts mit Hilfe von 
Lektinen und Antikörpern 
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3. Desialylierung und enzymatische Markierung von untergalaktosylierten Glykanen des 
IgA1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Schematische Übersicht über die in dieser Arbeit angewendeten Verfahren zur Analyse 
der Untergalaktosylierung von IgA1 im Krankheitsbild der IgA Nephropathie. 
 
Im ersten Ansatz sollte die Glykosylierung von IgA1 mittels Lektinen und Antikörpern 
analysiert werden. Im zweiten Ansatz sollte IgA1 enzymatisch galaktosyliert werden, um 
anschließend, auch mittels Lektinen und Antikörpern, den tatsächlichen und den maximal 
möglichen Galaktosylierungsgrad vergleichen zu können. Dazu war eine Desialylierung 
erforderlich. Die Heterogenität der Glykosylierung sollte so ausgeglichen werden. Im dritten 
Ansatz sollte speziell markierte Galaktose enzymatisch auf IgA1 O-Glykane, die keine 
Galaktose tragen, übertragen werden. Mit Hilfe der übertragenen Markierung sollte die 
Untergalaktosylierung quantifiziert werden. 
 
3.2 Immunologische Analyse der IgA1 O-Glykane 
Es wird mittlerweile als Tatsache akzeptiert, dass bei IgAN das TF-Antigen bei einem 
variierenden Prozentsatz der Patienten in reduzierter Häufigkeit auf IgA1 vorkommt (Allen, 
et al., 1999, Floege und Gröne, 2003, Smith, et al., 2006, Moldoveanu, et al., 2007). 
Weltweit haben verschiedene Gruppen versucht, ein Lektin-basierendes ELISA (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay)-Verfahren zu entwickeln, um IgAN-Patienten anhand dieser 
Untergalaktosylierung von gesunden Personen zu unterscheiden (Allen et al., 1999, 
Moldoveanu et al., 2007). Bislang wiesen aber alle diese Verfahren eine Sensitivität und 
Spezifität auf, die nicht ausreichte, um diese Verfahren als sero-diagnostische Methode für 
IgA Nephropathie einsetzen zu können. In dieser Arbeit wurden  unter Berücksichtigung 
bereits publizierter Protokolle (Moldoveanu et al., 2007) zwei grundlegende ELISA-
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Verfahren entwickelt und optimiert. In diesen hier entwickelten Verfahren wurden zum 
Einen Anti-Glykan-Antikörper, zum Anderen Lektine zur Detektion von 
untergalaktosylierten IgA1-Glykanen eingesetzt. Mit diesen ELISA-Verfahren wurden 
zunächst die Antikörper und Lektine hinsichtlich ihrer Spezifität und Bindungseigenschaften 
charakterisiert. Anschließend wurden eine Reihe von Serumproben von IgAN-Patienten und 
Kontrollen mit diesem Test analysiert. 
 
3.2.1 Analyse der IgA1 O-Glykane mit spezifischen Lektinen 
In diesem Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA) wurden Mikrotiterplatten mit anti human 
IgA-F(ab`)2-Fragment beschichtet, welches IgA-Moleküle aus dem Serum bzw. aus 
Verdünnungen von reinem IgA binden soll. Der Nachweis des gebundenen IgA erfolgt über 
biotinyliertes Helix aspersa Agglutinin oder Jacalin und Extravidin-Peroxidase (Abbildung  
9).  
Die Mikrotiterplatten wurden mit 200 µl anti-IgA-F(ab`)2-Fragment (0,65 µg/ml in PBS) 
beschichtet. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag wurden die 
Platten 5 Mal mit 300 µl PBST gewaschen. Auch nach jedem der weiteren Schritte wurden 
die Platten 5 Mal mit PBST gewaschen.  [Für den Nachweis von humanem IgG wurde die 
Platte mit einem Anti-human IgG Antikörper aus der Ziege (Sigma-Aldrich, München) in 
einer Verdünnung von 1 zu 2000 in PBS beschichtet (200 µl/RK). Alle weiteren Schritte 
waren mit denen für den IgA-Nachweis identisch.] Um unspezifische Bindungen der 
Serumbestandteile an die Mikrotiterplatte zu vermeiden, wurden die Platten für eine Stunde 
mit 200 µl 2% BSA in PBS blockiert. Die desialylierten und gegebenenfalls galaktosylierten 
Serum- und IgA-Proben wurden mit PBS auf eine Konzentration von 0,5-1 µg/50µl (HAA) 
bzw. 0,25 bis 0,5 µg/50  µl (Jacalin) eingestellt und 50 µl proVertiefung aufgetragen. Die 
Inkubation erfolgte über Nacht. Pro Vertiefung wurden 100 µl Lektinlösung (HAA-Biotin 
(Sigma-Aldrich, München): 1-2 µg/ml in PBS, Jacalin-Biotin (Vector Labs, Burlingame, 
USA): 1 µg/ml in PBS) aufgegeben und die Platte für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurden 100 µl Extravidin-Peroxidase (Sigma-Aldrich, München) 
1:10.000 in PBS) pro Vertiefung aufgegeben und für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zur Detektion wurden 100 µl OPD-Substrat pro Vertiefung aufgegeben. Durch die 
Umsetzung des Substrats entstand ein Farbumschlag nach Gelb. Nach 10 bis 30 Minuten 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl 0,5 M H2SO4 gestoppt. Die Messung der 
Extinktion erfolgte bei 492 nm in einem Mikrotiterplattenfotometer (Tecan, Crailsheim). 
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Abbildung  10: Schematische Darstellung des ELLAs zur Analyse der IgA1-O-Glykane mit dem Helix 
aspersa Agglutinin (spezifisch für GalNAc (Tn)) und Jacalin (spezifisch für GalNAc (Tn), Galβ1,3GalNAc 
(TF) und Neu5Acα2,3Galβ1,3GalNAc (SiaTF)). 
 
ELLA – Zuckerinhibitionstest 
Nunc Polysorp Mikrotiterplatten wurden mit 200 µl/Reaktionskompartiment Anti-human-
IgA-Fab-Fragment (0,65 µg/ml in PBS) beschichtet und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Anschließend wurde die Platte mit 200 µl/RK PBST gewaschen. Auch nach den folgenden 
fünf Schritten wurde die Platte wie beschrieben gewaschen. 50 µl IgA (HAA: 0,5 µg/RK, 
Jac: 0,25-0,5 µg/RK) in PBS wurden aufgegeben und eine Stunde bis über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Im folgenden Schritt wurden pro Reaktionskompartiment 50 µl Lektinlösung 
(HAA: 1-2 µg/ml in PBS, Jacalin: 1 µg/ml in PBS) aufgegeben und die Platte für eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden für beide Lektine 50 µl einer 
Zuckerlösung aufgegeben (GalNAc bzw. Galaktose (Sigma-Aldrich, München), 5 bis 500 
mM in PBS) und die Platte eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. In einem 
weiteren Versuch wurden die Zuckerlösungen mit den Lektinlösungen zusammen auf die 
Platte gegeben. Durch diese beiden Versuchsansätze sollte die Reversibilität der 
Lektinbindung untersucht werden. Zur Detektion wurden 50 µl  Extravidin-Peroxidase 
(1:10000 in PBS) aufgegeben und die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Anschließend wurden 100 µl ODP-Lösung aufgegeben. Nach 1-30 Minuten wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 50 µl 0,5 M H2SO4 gestoppt. Die Absorption wurde im 
Mikrotiterplattenfotometer (Tecan, Crailsheim) bei 492 nm gemessen.  
 
3.2.2 Analyse der IgA1 O-Glykane mit spezifischen Antikörpern 
Die in diesem ELISA eingesetzten Antikörper können spezifisch das Tn-Antigen, also 
GalNAc bzw. das TF-(Thomsen-Friedenreich) oder T-Antigen, Galβ1,3-GalNAc, 
detektieren (Dianova, Hamburg). Bei untergalaktosyliertem IgA liegen beide Formen in den 
O-Glykanen in der Hinge-Region vor. In diesem ELISA sollte der Anteil an galaktosylierten 
und nicht-galaktosylierten O-Glykanen des IgAs mit spezifischen Antikörpern bestimmt 
werden. Bislang liegen keine veröffentlichten Informationen über eine Wechselwirkung 
dieser Antikörper mit IgA vor. 
Eine Mikrotiterplatte (Nunc Immuno module, MaxiSorp, Nunc/Thermo Fisher, Schwerte) 
wurde mit Anti-Tn-Antikörper (monoklonales IgM aus der Maus, Dianova MA1-23598) und 
Anti-TF-Antikörper (monoklonales IgM aus der Maus, Dianova (MA1-21229)/MA1-35816 
Dianova, Hamburg) über Nacht bei 4°C beschichtet (Aufbau siehe Abb. 10). Der Tn-
Antikörper wurde 1: 2000  (entspricht einer Endkonz. von 0,1 ng/µl) in PBS verdünnt, der 
TF-Antikörper 1:1000 (entspricht 1,3 µg/ml) und je 200 µl/well des jeweiligen Antikörpers auf 
die Platte aufgetragen. Am nächsten Tag wurde die Platte 5 Mal mit PBST gewaschen (200 
µl/well) und für 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 3% BSA in PBS blockiert (200 µl/well), 
um die freien Bindungsstellen auf der Platte abzusättigen. Anschließend erfolgte erneutes 5-
maliges Waschen. Dann wurden 50 µl der (de-sialylierten) IgA-Probe (0,5 µg Serum-
IgA/aufgereinigtes IgA/kommerziell erhältliches IgA (Sigma-Aldrich, München)/Myeloma 
IgA1 (Calbiochem, Darmstadt) [zur Kontrolle: 0,5 µg Ratten IgG (Sigma-Aldrich, 
München)]) vor oder nach Galaktose-Transfer jeweils im Doppel-Ansatz auf die 
Mikrotiterplatte gegeben. Die IgA-Konzentration betrug 10 ng/µl. Die Platte wurde über 
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde ein Anti-IgA-
Meerrettich-Peroxidase-konjugierter Antikörper, spezifisch für die α-Kette von IgA 
(Calbiochem/Merck Biosciences, Darmstadt) in einer Verdünnung von 1:4000 zugegeben 
(50 µl/well) und die Platte zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. [Für die Detektion 
von Ratten IgG wurden 50 µl eines Anti-Ratten IgG Antikörpers aus der Ziege in einer 
Verdünnung von 1:1000 in PBS für eine Stunde aufgegeben. Dieses wurde mit einem Anti-
Ziege IgG-Peroxidase-Konjugat (Sigma-Aldrich, München) in einer Verdünnung von 1 zu 
2000 in PBS (50 µl/RK) für eine Stunde detektiert.] Nach erneutem Waschen wurde die 
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OPD-Substrat-Lösung zugegeben. 1 Tablette OPD (Dako, Hamburg) wurde in 3 ml H2O 
gelöst und nach dem Lösen 1,25 µl 30% H2O2 (Fluka/Sigma-Aldrich, München) zugegeben, 
bei Bedarf wurde ein Vielfaches dieses Ansatzes angesetzt. Pro Reaktionskompartiment 
wurden 100 µl Substrat zugegeben. Nach etwa 5-15 Minuten wurde die Farbreaktion durch 
Zugabe von 55 µl 0,5 M H2SO4 (Roth, Karlsruhe) gestoppt und die Absorption im 
Mikrotiterplattenfotometer (SPECTRAMaxPlus, Molecular Devices, Ismaning) bei 492 nm 
gemessen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Schematische Darstellung des ELISAs zur Analyse der IgA1-O-Glykane mit dem Anti-Tn 
und Anti-TF Antikörper. Anti-Tn und Anti-TF Antikörper sind IgM Pentamere. 
 
Tn-TF-ELISA – Zuckerinhibitionstest 
Zum Test der Antikörper-Spezifität wurden verschiedene Zuckermoleküle in verschiedenen 
Konzentrationen zusammen mit den IgA-Proben aufgegeben. Die Zuckermoleküle, die von 
den Antikörpern laut Hersteller spezifisch gebunden werden sollen, sollten in der Lage sein, 
mit den IgA-Glykanen um die Bindung zu konkurrieren und diese zu verdrängen. Nunc 
Maxisorp-Mikrotiterplatten wurden mit 200 µl pro Reaktionskompartiment (RK) Anti-Tn- 
(0,1 ng/µl) oder Anti-TF-Antikörper (0,5 ng/µl) beschichtet und über Nacht bei 4 °C 
inkubiert (Abbildung 11). Am nächsten Tag wurde die Mikrotiterplatte wie nach jedem der 
folgenden Schritte mit 200 µl/RK PBST gewaschen.  Anschließend wurde die 
Plattenoberfläche mit 200 µl/RK 3 % BSA in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur 
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blockiert. 25 µl reines, desialyliertes IgA1 (0,5 µg/RK in PBS) wurden zusammen mit 25 µl 
GalNAc (5-500 mM) bzw. Galaktose (5-500 mM in PBS) (Sigma-Aldrich, München) 
aufgegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 50 µl Anti-human-IgA-
Peroxidase-Konjugat in einer Verdünnung von 1:3000 pro RK aufgegeben und die Platte für 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 100 µl/RK OPD-Substratlösung 
aufgegeben. Nach 3 bis 30 Minuten wurde die Peroxidase-Reaktion durch Zugabe von 50 µl 
0,5 M H2SO4 gestoppt und die Absorption im Photometer (Tecan, Crailsheim) bestimmt. 
 
 
3.3 Isolierung von IgA aus humanem Serum über eine Jacalin-Säule 
Da unbekannte Faktoren im Serum möglicherweise die Interaktion von IgA-Glykanen und 
Antikörpern oder Lektinen beeinflussen könnten, wurde das IgA aus dem Serum isoliert, um 
diese Frage zu untersuchen. Für die Aufreinigung von IgA aus humanem Serum wurde 
immobilisiertes,  an quervernetzte Agarose gekoppeltes Jacalin der Firma Pierce (Thermo 
Fisher, Schwerte) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
Das immobilisierte Jacalin wurde auf Raumtemperatur gebracht, suspendiert und 1 ml der 
Suspension in eine Spin-Filter Säule  (Novagen, Darmstadt) mit einem Volumen von 5 ml 
gegeben. 1 ml der Suspension ergab ein Säulenvolumen von etwa 0,5 ml. Die Säule wurde 
mit 10 ml PBS, pH 7,4 gewaschen. 200 µl Serum wurden im Verhältnis 1:1 mit PBS 
verdünnt und auf die Säule gegeben. Der Durchlauf, sowie alle weiteren Durchläufe wurden 
zur späteren Analyse aufgefangen. Anschließend wurde mit 7 ml PBS in Fraktionen von 0,5-
2 ml gewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Melibiose, gelöst in PBS in Fraktionen von 
200 µl. Die Eluat-Fraktionen 4-6 und 7-10 wurden zusammen aufgefangen. Anschließend 
wurde die Säule noch weiter mit 3 x 500 µl 0,1 M Melibiose gewaschen und dann mit 15-20 
ml PBS regeneriert. Zur Kontrolle der Aufreinigung wurde in den letzten drei 
Waschfraktionen, den Eluatfraktionen und den Regenerationsdurchläufen die Absorption bei 
280 nm bestimmt. Die Jacalin-Säule wurde 10 mal verwendet, ohne dass die Effizienz 
merklich nachließ. Die Melibiose wurde anschließend durch Ultrafiltration in 
Zentrifugenfiltersäulen (500 µl, 10 kDa MWCO, Viva Sartorius, Göttingen) mit 0,1 M Mes-
Puffer, pH 6,5 bei 10000 UpM entfernt.  
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3.4 Konzentrationsbestimmung von IgA 
 
3.4.1 IgA1-Konzentrationsbestimmung im Serum per Nephelometrie 
Die IgA-Konzentration im Serum wurde auf zwei Arten bestimmt. Zum einen wurde die IgA 
Konzentration mittels Nephelometrie im Zentrallabor des Universitätsklinikums Aachen 
bestimmt. In der Nephelometrie werden Antigene in Lösung (hier das zu bestimmende IgA1) 
von einem spezifischen Antikörper aus einem Antiserum in einem unlöslichen 
Immunkomplex gebunden. Diese Immunkomplexe streuen Licht, das in die Lösung 
eingestrahlt wird. Liegt der Antikörper im Überschuss vor, so ist die Lichtstreuung direkt 
proportional zur Antigenkonzentration. Durch Messung von Standardproben mit bekannten 
unterschiedlichen Antigenkonzentrationen kann eine Kalibrationskurve erstellt werden, 
mithilfe derer dann die Antigenkonzentration in unbekannten Proben bestimmt werden kann. 
Die nephelometrische IgA1-Konzentrationsbestimmung wurde mit dem Human IgA1 
Subklassen Kit (The Binding Site, Schwetzingen) für das Behring BNII Nephelometer an 
diesem Gerät durchgeführt. Die benötigten Reagenzien (Human IgA1 Subklassen-
Antiserum, IgA1 Subklassen-Kalibrator, Human IgA-Subklassen Kontrolle „low level“, 
Human IgA Subklassen Kontrolle „high level“ und Zusatzreagenz) waren im Kit enthalten. 
Das Nephelometer wurde den Bestimmungen des Testkit-Handbuchs entsprechend 
programmiert. Der Test wurde wie im Handbuch beschrieben durchgeführt.  
Eine nephelometrische IgA1-Konzentrationsbestimmung hat zwei große Nachteile: Die 
Methode ist nicht für Proben, die Immunkomplexe enthalten, geeignet, da diese einen nicht 
vorhersagbaren Anteil an unspezifischem Streulicht erzeugen können. Außerdem ist eine 
nephelometrische Bestimmung teuer und es wird viel Ausgangsmaterial (Serum) verbraucht. 
Da bei IgAN zirkulierende Immunkomplexe vorliegen können, durch die das Ergebnis der 
Konzentrationsmessung verfälscht werden kann, wurde zusätzlich eine Bestimmung per 
ELISA entwickelt. So können die per Nephelometer und per ELISA bestimmten IgA1-
Konzentrationen verglichen und kontrolliert werden.  
3.4.2 IgA1-Konzentrationsbestimmung im Serum per Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) 
Für die praktische Anwendung sollten die Arbeitsschritte so kurz wie möglich gehalten 
werden. Der hier vorgestellte ELISA zur IgA-Konzentrationsbestimmung im Serum wurde 
in der Diplomarbeit von Anne Kruchen (Kruchen, 2008) in Anlehnung an einen von 
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Moldoveanu publizierten Test entwickelt und optimiert (Moldoveanu et al., 2007). Als 
Standard diente Myeloma IgA1 (Calbiochem, Darmstadt), das in Konzentrationen von 0 bis 
100 ng/ml eingesetzt wurde. Die Serumverdünnungen betrugen 1:10.000 bis 1:160.000. Alle 
Arbeitsschritte wurden, wenn nicht gesondert erwähnt, bei Raumtemperatur in Nunc-
Immuno™ BreakApart™ oder LockWell™ Modulen, framed (PolySorp™, Nunc/Fisher 
Scientific, Schwerte) durchgeführt. 
Die Reaktionskompartimente einer Mikrotiterplatte (Nunc Polysorp) wurden mit 200 µl anti-
IgA-F(ab`)2-Fragment (Dianova, Hamburg, 0,65 µg/ml in PBS) über Nacht bei 4°C 
beschichtet. Anschließend wurden die Platten, wie nach jedem folgenden Schritt 5 Mal mit 
300 µl PBST gewaschen. Dann wurden noch freie Bindungsstellen auf der Platte mit 1 % 
BSA in PBS für eine Stunde blockiert. Anschließend wurden die IgA-Proben (Myeloma-
IgA1-Standards sowie verdünnte Serumproben) aufgegeben. Die Bestimmung der Standards 
erfolgte in Doppelansätzen zu je 50 µl, die der Serumproben in Dreifachbestimmungen. Die 
Serumproben wurden  1:104, 1:2x104, 1:4x104, 1:8x104 und 1:16x104 in Verdünnungspuffer 
(Genzyme Virotech, Rüsselsheim) verdünnt aufgegeben und über Nacht bei Raumtemperatur 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden pro Reaktionskompartiment 100 µl anti-IgA-F(ab`)2-
Fragment-SP-Biotin (Dianova, Hamburg,0,11 µg/ml in PBS) aufgegeben und die Platte für 
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 100 µl Extravidin-Peroxidase 
(1:10000 in PBS) pro Vertiefung aufgegeben und die Platte für 30 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Im letzten Schritt wurden 100 µl des Substrats TMB (3, 3', 5, 5' Tetramethyl 
Benzidine, Genzyme Virotech, Rüsselsheim) auf die Platte gegeben und nach 30 Minuten 
Inkubationszeit wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 50 µl Zitratlösung (Genzyme 
Virotech, Rüsselsheim) gestoppt. Die Extinktion wurde im Mikrotiterplattenfotometer 
(Tecan, Crailsheim) bei 450 nm (und einer Referenzwellenlänge von 620 nm) gemessen.   
 
3.4.3 Konzentrationsbestimmung von isoliertem IgA per ELISA 
Eine Nunc Maxisorp Mikrotiterplatte (Nunc/Fisher Scientific, Schwerte) wurde mit Anti-
Human IgA-Fab-Fragment (Dianova, Hamburg) in einer Verdünnung von 1:4000 (= 0,325 
µg/ml) in PBS beschichtet (200 µl/Reaktionskompartiment). Die Beschichtung wurde über 
Nacht bei 4°C durchgeführt. Danach, wie auch nach jedem weiteren Schritt wurde die 
Mikrotiterplatte 4 Mal mit 200 µl PBST/well gewaschen. Anschließend wurde die Platte mit 
200 µl/well 2 % BSA (Roth, Karlsruhe) in PBS  für eine Stunde inkubiert, um mögliche freie 
Bindungsstellen auf der Platte zu blockieren. Nach dem Blockieren wurde die zu 
analysierende IgA-Probe in einer Verdünnung von 1:100 in PBS im Doppelansatz (50 
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µl/well) für eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben. Als Standard wurde zwei Mal 50 µl 
humanes IgA aus dem Kolostrum (Sigma-Aldrich, München) in Konzentrationen von 
0,5/1/1,3/2/4 und 10 µg/ml aufgegeben. Zur Detektion wurde ein Anti-IgA-Antikörper-
Alkalische-Phosphatase-Konjugat (Sigma-Aldrich, München) 1:4000 in PBS verdünnt 
zugegeben. Es wurden 50 µl pro Reaktionskompartiment verwendet und die Inkubationszeit 
betrug eine Stunde. Als Substrat für die Alkalische Phosphatase wurde pNPP verwendet. 1 
Tablette pNPP (Sigma-Aldrich, München) wurde in 20 ml AP-Substratpuffer gelöst und 100 
µl Substratlösung pro Vertiefung aufgegeben. Nach 5-10 Minuten wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 50 µl 3 M NaOH gestoppt und die Extinktion im Fotometer bei 405 nm 
gemessen. 
 
3.5 Enzymatische Modifizierung von Immunglobulinen 
Um die Antikörper und Lektine für den Einsatz als Werkzeug zur IgA1-O-Glykan-Analyse 
zu charakterisieren, sollten die Auswirkungen von Sialylierung und Galaktosylierung von 
Serum-IgA auf die Bindung von HA und Jacalin und dem Anti-Tn und Anti-TF Antikörper 
untersucht werden. Dazu sollte die Bindungsfähigkeit zu unmodifiziertem, desialyliertem 
bzw. desialyliertem und degalaktosyliertem Serum-IgA untersucht werden. Dafür musste 
allerdings zuerst getestet werden, ob eine enzymatische Desialylierung und 
Degalaktosylierung im Serum möglich ist, da die sehr hohe Proteinkonzentration im Serum 
eine quantitative enzymatische Modifizierung erschweren könnte. Im Serum liegen sehr 
viele, hauptsächlich N-glykosylierte Proteine vor. 
 
3.5.1 Enzymatische Desialylierung von Immunglobulinen 
Für die Desialylierung der Serum-/IgA-Proben oder Kontrollen wurde Neuraminidase aus 
Clostridium perfringens (C. welchii) von Sigma-Aldrich, München verwendet. Das Enzym 
hydrolysiert α2,3-, α2,6- und α2,8-glykosidische Bindungen von terminalen 
Sialinsäureresten verschiedener Glykane. Eine Unit spaltet 1 µmol N-Acetylneuraminsäure 
pro Minute bei pH 5,0 und 37°C ab. Die Proben (4-50 µg IgA, aus humanem Serum, über 
eine Jacalin-Säule aufgereinigt oder kommerziell erhältliches aus humanem Colostrum 
(Sigma-Aldrich, München) oder humanes IgG (Sigma-Aldrich, München) oder Myeloma 
IgA1 (Calbiochem, Darmstadt)) wurden mit 1 M Na-Acetatpuffer pH 5,0 (Endkonzentartion 
100 mM) und 3 µl Sialidase (6µg/µl in PBS, pH 7,2; 7 mU/µg) versetzt und über Nacht bei 
37°C inkubiert (Tabelle 1). Das Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug 58 µl (kommerziell 
erhältliches und Serum-IgA) bzw. 116 µl (aus dem Serum isoliertes IgA).  
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Tabelle 1: Ansatz zur Desialylierung von IgA 
 Volumen 
(Endkonzentration)  
IgA/IgG/Myeloma IgA 4-50 µl (4-50 µg) 
Sialidase (Sigma) 1 mg/ml 3 µl (2mU/µl) 
Acetatpuffer 1 M 5 µl (86 mM) 
H2O Ad 58 µl 
 
Nach der Desialylierung wurde der Ansatz umgepuffert. Dazu wurde der Ansatz mit 400 µl 
MES-Puffer in einen VivaSpin Zentrifugenkonzentrator überführt und 3 Minuten bei 9000 
UpM und 4 °C zentrifugiert. Dieser Schritt wurde noch 2 Mal wiederholt. Das Retentat 
wurde danach in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und auf 58 µl (nur Proben für den 
Galaktose-Transfer-Assay) bzw. 200 µl mit MES-Puffer aufgefüllt. Im Anschluss wurden 
die Proben direkt weiter verwendet oder bei 4°C gelagert.  
 
3.5.2 Enzymatische Degalaktosylierung von Immunglobulinen 
Zur Analyse und Gewinnung eines weiteren Standards wurden terminale Galaktosereste mit 
Hilfe einer rekombinanten β1-3,6 Galaktosidase aus E. coli (Calbiochem, Darmstadt, 120 
U/mg Glykoprotein) von bereits desialylierten Immunglobulin-Proben abgespalten. Das 
Enzym ist eine hoch spezifische Exoglykosidase und hydrolysiert bevorzugt β1,3-
glykosidisch gebundene terminale Galaktosereste (β1,6-gebundene weitaus langsamer) von 
Oligosacchariden. Eine Unit spaltet 1 nmol terminale β-D-Galaktose pro Stunde bei 37°C 
und einem Reaktionsvolumen von 10 µl. 0,5 bis 10 µg IgA (Sigma-Aldrich, München) oder 
Serum-IgA, aus dem Serum isoliertes IgA, IgG (Sigma-Aldrich, München) oder Myeloma-
IgA1 (Calbiochem, Darmstadt) wurden in 50 µl 100 mM Na-Acetatpuffer aufgenommen und 
mit 4,8 mU Galaktosidase über Nacht bei 37°C inkubiert (Tabelle 2). Ein Ansatz hatte ein 
Gesamtvolumen von 58 (kommerzielles IgA/IgG/MyIgA) oder 116 µl (aus dem Serum 
isoliertes IgA). 
 
Tabelle 2: Ansatz zur Degalaktosylierung von IgA 
 Volumen (Endkonzentration) 
IgA/IgG/Myeloma gA 0,5-10 µl (0,5-10 µg) 
Sialidase (Sigma) 1 mg/ml 3 µl (2 mU/µl) 
Galaktosidase (Calbiochem) 3 µl (0,08  mU/µl) 
Acetatpuffer 1 M 5 µl (86 mM) 
H2O Ad 58 µl 
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3.6 Klonierung von Galaktosyltransferasen 
In dieser Arbeit sollte eine Galaktosyltransferase kloniert werden, die Galaktose auf Glykane 
des humanen IgA1 übertragen konnte. Das naheliegendste war es daher, die humane Core 1 
β1,3 Galaktosyltransferase (UniProtKB Q9NS00, GenBank AC005532, Ju et al., 2002) zu 
klonieren, das einzige beim Menschen identifizierte Enzym das den Transfer von Galaktose 
unter Knüpfung einer β1,3 Bindung auf GalNAcα-Ser/Thr überträgt (Ju et al., 2002).  
 
3.6.1 Klonierung der humanen C1GalT in den Vektor pETDuet-1 
Das Gen der humanen C1GalT sollte ohne seine Transmembrandomäne mit N-terminaler 
His6-Markierung in E. coli exprimiert werden. Dazu sollte es in den Vektor pETDuet-1 
kloniert werden. Der Vektor codiert für einen N-terminalen His6-Schwanz und besitzt zwei 
„Multiple cloning sites“. So kann theoretisch noch das zur C1GalT gehörende Chaperon 
Cosmc in den Vektor kloniert werden. Das Chaperon wird in vivo für die korrekte Faltung 
und Aktivität der C1GalT benötigt. So könnte auch in E. coli eine Co-Expression der beiden 
Proteine untersucht werden. Das Gen der hC1GalT wurde aus humaner Nieren-cDNS aus 
Mesangialzellen mittels PCR vervielfältigt (der Abschnitt für die Aminosäuren 33-363). Die 
cDNS wurde freundlicherweise von Dr. Claudia van Roeyen, Medizinische Klinik II des 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt. In der ersten PCR wurden 
Schnittstellen für BamHI (N-terminal) und  NotI (C-terminal) eingeführt (Tabelle 3). In der 
zweiten PCR wurde die NotI-Schnittstelle um einige Basenpaare erweitert um eine optimale 
Schnittfrequenz zu ermöglichen. Primer c1FwBam: 
5’CGCGGATCCGGAAAAGGTTGACACCCAG3’ Primer C1RevNot1: 5’ 
GGCCGCTAAACTATTCAAGGATTTCCTAACTTCAC3’ Primer C1RevNot2: 
5’ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATTCAAGG3’ (Invitrogen, Karlsruhe). 
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Tabelle 3: PCR-Ansatz 1 zur Amplifikation des hC1GalT Gens mit NotI und BamHI-
Schnittstelle 
 Stammkonzentration  Volumen [µl] Endkonzentration  
Polymerase Puffer 
(Invitrogen) 
10-fach/k.A. 5 60 mM Tris-SO4 (pH 8,9), 18 mM 
(NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0,2 mM 
dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 
mM dCTP, thermostabiles 
AccuPrime™ Protein, 1% Glycerin 
dNTP-Mix (Roche) 50 mM 1,3 1,3 
FfwBamHI-Primer 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
RevNotI-Primer 
1(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
cDNA  n.b. 5 n.b. 
H2O  7,1  
AccuPrime DNA-
Polymerase 
(Invitrogen) 
5 U/µl 0,4 40 mU/µl 
Gesamtvolumen: 50 µl 
 
PCR-Programm 1: 
Vorheizen:   95°C, 2 Minuten 
Denaturierung:  95°C, 20 Sekunden 
Anlagerung:  55°C, 45 Sekunden 
Extension:  68°C, 80 Sekunden 
Finale Extension:  72°C, 10 Minuten 
Wiederholung: 30 Zyklen, anschließend Kühlen bei 4°C. 
Das Ergebnis der PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. 8 µl des PCR-
Ansatzes wurden mit 1 µl Ladepuffer (Fermentas, St. Leon Rot) versetzt und auf ein 0,8 % 
TAE-Agarosegel aufgetragen. Die Trennung erfolgte für 35 Minuten in TAE-Puffer (siehe 
Anhang) bei 100 V. Anschließend wurde das PCR-Produkt mit dem Nucleo Spin Extract II 
Kit (Macherey und Nagel, Düren) isoliert:  Die DNS (42 µl) wurde mit 40 µl H2O versetzt 
und dann mit dem zweifachen Volumen (150 µl) an Puffer NT gemischt. Die DNS-Lösung 
wurde in Zentrifugenfiltersäulen gegeben und 1 Minute bei 13000 upm zentrifugiert (Hettich 
Rotina 35R, Hettich, Tuttlingen). Der Durchlauf wurde verworfen. Um die DNS von 
Verunreinigungen zu trennen, wurden zum Waschen 600 µl Puffer NT3 auf die Säule 
gegeben und diese erneut zentrifugiert, der Durchlauf verworfen. Zum Trocknen wurde die 
Säule erneut 2 Minuten zentrifugiert. Die DNS wurde in einem weiteren 
Zentrifugationsschritt für 1 Minute mit 30 bis 50 µl Elutionspuffer von der Säule eluiert.  
In der zweiten PCR wurde Primer C1RevNot2 statt C1RevNot1 und 2 µl gereinigtes PCR-
Produkt aus der 1. PCR statt cDNS als Templat eingesetzt. Sonst waren Zusammensetztung 
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und PCR-Programm identisch mit der ersten PCR. Auch nach der zweiten PCR wurde das 
Ergebnis per Elektrophorese überprüft und die DNS isoliert (siehe oben). Anschließend 
wurden sowohl das Produkt aus der zweiten PCR, wie auch der Vektor pET-Duet1 mit den 
Enzymen BamHI und NotI  (Fermentas, St. Leon Rot) geschnitten (Tabelle 4).  
 
Tabelle  4: Restriktionsansatz Vektor pETDuet1 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
DNS pETDuet1 17 n. b. 
Puffer O (Fermentas) 2 5 mM Tris-HCl pH 7,5  
1 mM MgCl2, 10 mM NaCl,  
0.01 mg/ml BSA 
Restriktionsenzym BamHI  0,5 0,25 U/µl 
Restriktionsenzym NotI 0,5 0,25 U/µl 
Gesamtvolumen 20 µl 
Der Vektor wurde 4 Stunden bei 37°C geschnitten. 
 
Tabelle 5: Restriktionsansatz für die hC1GalT 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
DNS hC1GalT 45 n. b. 
Puffer O 5 5 mM Tris-HCl pH 7,5  
1 mM MgCl2, 10 mM NaCl,  
0,01 mg/ml BSA 
Restriktionsenzym BamHI  0,6 0,12 U/µl 
Restriktionsenzym NotI 0,6 0,12 U/µl 
Gesamtvolumen 51,2 µl 
 
Der Restriktionsansatz der hC1GalT wurde über Nacht bei 37°C inkubiert.  
Die Restriktion des Vektors wurde anschließend per Gelelektrophorese überprüft. Dann 
wurde die DNS aus dem Gel mit dem Gel Extraction Kit von PEQLAB, Erlangen isoliert. 
Die DNS-Bande wurde unter UV-Licht (λ = 260 nm) aus dem Gel ausgeschnitten und 10 
Minuten bei 55°C in 240 µl „Binding-Buffer“ gelöst. Die DNS-Lösung wurde in 
Zentrifugenfiltersäulen gegeben und 1 Minute bei 13000 UpM zentrifugiert (Hettich Rotina 
35R, Hettich, Tuttlingen). Der Durchlauf wurde verworfen. Um die DNS von 
Verunreinigungen zu trennen, wurden zum Waschen 750 µl Waschpuffer auf die Säule 
gegeben und diese erneut zentrifugiert, der Durchlauf verworfen. Zum Trocknen wurde die 
Säule erneut 2 Minuten zentrifugiert. Die DNS wurde in einem weiteren 
Zentrifugationsschritt für 1 Minute mit 30 bis 50 µl Elutionspuffer von der Säule eluiert.  
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Die DNS der hC1GalT wurde aus dem Restriktionsansatz mit dem NucleoSpin Extract II Kit 
(Macherey und Nagel, Düren) isoliert (siehe oben). Anschließend wurde die DNS-
Konzentration photometrisch bestimmt.  
Die zu untersuchende DNS-Lösung wurde 1:50 oder 1:20 mit H2O verdünnt. 100 µl der 
verdünnten Lösung wurden in eine UV-Star Mikrotiterplatte (Greiner, Solingen) gegeben 
und die Absorption bei 260, 280 und 320 nm bestimmt. Die Konzentration wurde mit Hilfe 
des Programms SoftMax Pro 4.0 berechnet. 
Vor der Ligation von Vektor und Insert wurde der Vektor dephosphoryliert, um ein 
Rezirkularisieren des Vektors zu verhindern (Tabelle 6). 100 ng des Vektors wurden 
dephosphoryliert. SAP und SAP-Puffer waren von Roche Applied Science, Penzberg. 
 
Tabelle  6: Dephosphorylierung von Vektor-DNS 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Vektor-DNS 1-8 10 ng/µl (100 ng gesamt) 
SAP-Puffer 1 einfach 
Alkalische Phosphatase aus 
Shrimp 
1 1U 
H2O Ad 10 µl - 
Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das Enzym für 15 
Minuten bei 80°C inaktiviert. Zu dem kompletten Ansatz wurden dann 300 ng Insert, Ligase 
und Ligase-Puffer (Fermentas, St. Leon Rot) gegeben (Tabelle 7). Der Ligationsansatz von 
20 µl wurde über Nacht bei 22°C inkubiert.   
 
Tabelle 7: Ligation von Vektor und Insert 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Dephosphorylierter Vektor 10 5 ng/µl 
Insert-DNS (hC1GalT 
DNS) 
6 15 ng/µl 
Ligase-Puffer 2  
T4 DNA-Ligase 2  
 
Am nächsten Tag wurden kompetente Zellen mit 1 bis 5 µl des Ligationsansatzes 
transformiert. 
Um den Erfolg der Ligation zu prüfen, wurden kompetente Nova Blue Zellen (Novagen, 
Darmstadt) mit dem Ligationsansatz transformiert. Dieser Stamm ist ein E. coli K12 Stamm, 
der neben einer hohen Transformationseffizienz recA und endA  Mutationen besitzt, weshalb 
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er gut geeignet für die Isolierung von Plasmiden ist.  Zu einem Aliquot chemisch 
kompetenter Nova Blue Zellen von 50 µl wurden 1 bis 5 µl des Ligtionsansatzes gegeben. 
Der Ansatz wurde 5 Minuten auf Eis inkubiert, dann 30 Sekunden bei 42°C. Dieser 
Hitzeschock sollte die Aufnahme der DNA durch die Zellen bewirken. Nach weiteren 2 
Minuten auf Eis wurden 250 µl SOC Medium (Novagen, Darmstadt) zu den Zellen gegeben. 
Der Ansatz wurde dann eine Stunde bei 37°C unter Schütteln (250 UpM) inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin als 
Selektionsmarker ausgestrichen. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Für die 
Proteinexpression wurden kompetente  BL21(DE3)-Zellen (Novagen, Darmstadt) 
transformiert. Die Transformation wurde auf dieselbe Weise durchgeführt, wie die der Nova 
Blue Zellen. Am nächsten Tag wurde überprüft, ob sich Bakterienkolonien gebildet hatten. 
Um zu überprüfen, ob einer der Klone das gewünschte Insert trägt, wurden einige der Klone 
mittels PCR und/oder Restriktionsanalyse untersucht. Dazu wurde Zellmasse der Kolonien 
in 25 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) in einem 100 ml Erlenmeyer-Kolben mit 
Schikanen überführt und über Nacht bei 37°C und 120 UpM inkubiert. Aus den so 
vermehrten Zellen wurden die Plasmide mit dem PEQGOLD Plasmid Minipräparations-Kit 
von PEQLAB, Erlangen  isoliert. Dazu wurden - nach Protokoll des Herstellers – 2 mal 1,5 
ml der Bakterienkultur für eine Minute bei 10000 UpM abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Zur alkalischen Lyse der Bakterien wurde das Zellpellet mit 250 µl Lösung 1 
versetzt und für 3 Minuten gevortext. Dann wurden 250 µl Lösung 2 und nach kurzem 
invertieren 350 µl Lösung 3 zugegeben. Die so ausgefällten Proteine wurden 10 Minuten bei 
13000 UpM und 4°C abzentrifugiert und der Überstand in Zentrifugenfilter-Säulchen 
überführt. Diese wurden eine Minute bei 13000 UpM und 4°C zentrifugiert, der Durchlauf 
verworfen. Zum Waschen wurden 750 µl Waschpuffer zugegeben und erneut 1 Minute bei 
13000 UpM und 4°C zentrifugiert, der Durchlauf verworfen. Die Säulchen wurden in neue 
Reaktionsgefäße gestellt und die DNS mit 50 µl Elutionspuffer in einem weiteren 
Zentrifugationsschritt eluiert.  
Zur Analyse des isolierten Plasmids wurde 1 µl der Plasmid-DNA in eine PCR eingesetzt. 
Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und das PCR-Programm entsprachen den oben 
angegebenen (Tabelle 3). Der Ansatz zur Restriktion setzte sich zusammen, wie in Tabelle 8 
dargestellt. Die Restriktion erfolgte mit den Enzymen BamHI und NotI (Fermentas, St. Leon 
Rot). 
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Tabelle  8: Restriktionsansatz zur Analyse der GalT-Klone 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Plasmid-DNS 15 n. b. 
Puffer Tango 
(Fermentas) 
4 6,6 mM Tris-Acetat, pH 7.9 bei 37°C, 
2 mM Mg-Acetat, 
13,2 mM K-Acetat, 
20 µg/ml BSA 
Restriktionsenzym 1 
(Fermentas) 
0,5 0,25 U/µl 
Restriktionsenzym 2 
(Fermentas) 
0,5 0,25 U/µl 
Das Gesamtvolumen des Restriktionsansatzes betrug 20 µl. Der Ansatz wurde 3 Stunden bei 
37°C inkubiert. Da dies eine analytische Restriktion war, wurde der Universalpuffer Tango 
verwendet, in dem alle Restriktionsenzyme eine bestimmte Restaktivität zeigen. Zu Gunsten 
von Einfachheit und Schnelligkeit wurde eine verringerte Restriktionseffizienz in Kauf 
genommen. 
Zur Analyse wurden 15 µl PCR-Produkt mit 3 µl Ladepuffer (6 x Loading-Dye, Fermentas, 
St. Leon Rot) und der Restriktionsansatz mit 4 µl Ladepuffer versetzt. Zum Größenvergleich 
wurden 5 µl eines Standards (1 kb ladder, Fermentas, St. Leon Rot) mit 1 µl Ladepuffer 
versetzt und mit den zu analysierenden Ansätzen auf einem 0,8 %igen Agarosegel (Agarose, 
Roth, Karlsruhe)  für 25 Minuten bei 110 Volt aufgetrennt. Bei einem positiven Ergebnis 
wurde das Plasmid sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten). Wenn die korrekte Sequenz ohne 
Mutationen vorlag, wurde das Plasmid in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) 
transformiert (siehe Transformation Nova Blue, dieses Kapitel) und es wurde versucht, das 
entsprechende Protein zu exprimieren. 
 
3.6.2 Klonierung des humanen Core 1 spezifischen molekularen Chaperons 
Cosmc in den Vektor pET Duet1 
In vivo ist das Core 1 spezifische Chaperon Cosmc für die Faltung und Aktivität der 
humanen Core 1 GalT essentiell. Deswegen sollten die Core 1 GalT und das Chaperon 
Cosmc zusammen in einem Organismus co-exprimiert werden. Zu diesem Zweck wurde das 
Gen von Cosmc in die zweite Multi-cloning site des Vektors pET-Duet1 (Novagen, 
Darmstadt) kloniert, der bereits das Gen für die humane C1GalT trug. Das Cosmc-Gen 
wurde ausgehend von humaner cDNS aus Mesangialzellen (Herkunft siehe 3.6.1) per PCR 
amplifiziert (Tabelle 9).  Dabei wurden am 5‘- und am 3‘-Ende Schnittstellen für die 
Restriktionsenzyme MunI und XhoI eingeführt, über die es in den Vektor kloniert werden 
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sollte. Die Sequenz für die ersten 28 Aminosäuren, die für die cytoplasmatische und die 
Transmembrandomäne codieren, wurde nicht mit amplifiziert, damit ein lösliches Protein 
exprimiert werden kann. Die Primer für die PCR (CosmcMun5‘-
cgccaattggatgaggattggtcatggaaataga-3‘ und CosmcXho5‘-
ccgctcgagcggtcattgtcagaaccatttggagg-3‘) waren von Invitrogen, Karlsruhe. 
Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
 
Tabelle 9:  PCR-Ansatz zur Amplifikation des humanen Cosmc-Gens (Aminosäure 28-318) 
 Stammkonzentration  Volumen [µl] Endkonzentration  
Polymerase Puffer 
(Novagen) 
10-fach/k.A. 5 1-fach/k.A. 
MgSO4 (Novagen) 25 mM 2 1 mM 
dNTP-Mix 
(Novagen) 
Je 2 mM 5 0,2 mM 
Ffw-Primer 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
Rev-Primer 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
Humane cDNS n.b. 2 n.b. 
H2O  5  
KOD Hot Start 
DNA Polymerase 
(Novagen) 
1 U/ml 1 20 mU/ml 
Gesamtvolumen: 50 µl 
 
PCR-Programm 2: 
Vorheizen:   94°C, 2 Minuten 
Denaturierung:  94°C, 20 Sekunden 
Anlagerung:  55°C, 45 Sekunden 
Extension:  68°C, 1 Minute 
Finale Extension:  72°C, 10 Minuten 
Wiederholung: 30 Zyklen, anschließend Kühlen bei 4°C.  
Nach der PCR wurde die DNS mit dem NucleoSpin Extract II Kit  (Macherey und Nagel, 
Düren) aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt (siehe Kapitel 3.6.1). Die gereinigte DNS wurde 
in eine weitere PCR eingesetzt um die Schnittstellen für Restriktionsenzyme zu verlängern. 
Vorwärtsprimer: CosmcMunII5‘-cgcatggcagatctcaattggatgaggattggt-3‘ und 
Rückwärtsprimer CosmcXhoII5‘-ggtttctttaccagactcgagcggtcattgtc-3‘ 
(Invitrogen, Karlsruhe). Der PCR-Ansatz setzte sich zusammen wie oben beschrieben. Auch 
das PCR-Programm war identisch mit dem der ersten PCR, aber die Anlagerungs-
Temperatur betrug 53°C. Auch nach dieser PCR wurde die DNS aus dem PCR-Ansatz 
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aufgereinigt (siehe Kapitel 3.6.1). Die gereinigte DNS wurde mit den Restriktionsenzymen 
MunI und XhoI (Fermentas, St. Leon Rot) geschnitten, ebenso der Vektor pET-Duet 
hC1GalT, in den das Cosmc-Gen eingefügt werden sollte (Tabelle 10). Da die beiden 
Enzyme unterschiedliche Bedingungen benötigen, mussten die Restriktionen getrennt 
erfolgen. Das Insert, das Cosmc-Gen wurde zuerst über Nacht mit MunI geschnitten, dann 
wieder über Nacht mit XhoI. Der Vektor wurde jeweils nur 4 Stunden mit den Enzymen 
geschnitten.  
Die Zusammensetzung der Restriktionsansätze ist Tabelle 10 zu entnehmen.  
 
Tabelle 10: Restriktionsansatz für das Genkonstrukt von Cosmc mit MunI und XhoI 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
DNS 24 n. b. 
Puffer Tango (für MunI/XhoI) 3/6 einfach/zweifach 
Restriktionsenzym MunI bzw. XhoI 0,5 0,167 U/µl 
Gesamtvolumen 30 µl 
n. b. = Nicht bestimmt 
Nach der Restriktion wurde die DNS von Cosmc mit dem NucleoSpin Extract II Kit 
(Macherey und Nagel, Düren) aus dem Restriktionsansatz aufgereinigt. Der Vektor wurde 
durch Agarosegelelektrophorese von dem ausgeschnittenen Insert getrennt. Die Vektorbande 
wurde ausgeschnitten und die DNS aus dem Agarosegel mit dem NucleoSpin Extract II Kit 
aufgereinigt. Anschließend wurde die DNS-Konzentration photometrisch bestimmt (Siehe 
Kapitel 3.6.1). 100 ng des geschnittenen Vektors wurden dephosphoryliert (Kapitel 3.6.1). 
Zum dephosphorylierten Vektor wurden 300 ng Insert Cosmc, Ligase und Ligase Puffer 
gegeben (Kapitel 3.6.1) und der Ansatz wurde über Nacht bei 22°C inkubiert. Am nächsten 
Tag wurden kompetente Nova Blue Zellen mit 1 bis 5 µl des Ligationsansatzes transformiert 
(Kapitel 3.6.1). Positive Klone wurden, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, analysiert. Bei der 
Restriktionsanalyse wurden die Enzyme MunI und XhoI eingesetzt. 
 
3.6.3 Klonierung der humanen Core 1 β1,3 GalT in den Vektor pTS05 
Um die humane Core 1 Galaktosyltransferase (hC1GalT) mit einem N-terminalen Lipase-
Propeptid zu exprimieren, wurde das Gen der hC1GalT in den Vektor pTS05 kloniert. Der 
Vektor war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden und zur Expression von humanen β1,4 
GalT-Konstrukten genutzt worden (Sauerzapfe et al., 2008). Dazu wurde das in dem Vektor 
bereits vorhandene Gen der hβ1,4 GalT entfernt und gegen das der hC1GalT ausgetauscht. 
Das Gen der hC1GalT wurde in einer PCR mit spezifischen Primern (Invitrogen, Karlsruhe) 
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aus cDNS aus humanen Mesangialzellen (der Niere) amplifiziert (der Abschnitt für die 
Aminosäuren 44-363, Tabelle 11). Vorwärtsprimer: C1Ffw: 
5’cgtgggagaaaaggttgacacccagcc3’; Rückwärtsprimer C1Rev: 
5’tcctcactgggattccagtgttc3’. Zur Amplifikation wurde das KOD Hot Start DNA-
Polymerase-Kit der Firma Novagen (Novagen/Merck, Darmstadt) verwendet.  
Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
 
Tabelle 11:  PCR-Ansatz zur Amplifikation des hC1GalT-Gens 
 Stammkonzentration  Volumen [µl] Endkonzentration  
Polymerase Puffer 
(Novagen) 
10-fach/k.A. 5 1-fach/k.A. 
MgSO4 (Novagen) 25 mM 2 1 mM 
dNTP-Mix 
(Novagen) 
Je 2 mM 5 0,2 mM 
Ffw-Primer 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
Rev-Primer 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
Humane cDNS n.b. 2 n.b. 
H2O  5  
KOD Hot Start 
DNA Polymerase 
(Novagen) 
1 U/ml 1 20 mU/ml 
Gesamtvolumen: 50 µl 
 
PCR-Programm 2: 
Vorheizen:   94°C, 2 Minuten 
Denaturierung:  94°C, 20 Sekunden 
Anlagerung:  55°C, 45 Sekunden 
Extension:  68°C, 1 Minute 
Finale Extension:  72°C, 10 Minuten 
Wiederholung: 30 Zyklen, anschließend Kühlen bei 4°C. 
 
Nach der PCR wurde die DNS mit dem NucleoSpin Extract II Kit  (Macherey und Nagel, 
Düren) aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt (Siehe Kapitel 3.6.1). Die gereinigte DNS wurde 
in eine weitere PCR eingesetzt um an den Enden Schnittstellen für Restriktionsenzyme 
anzuhängen (Tabelle 12). 
Ffw-Primer MunI: 5’CGCCAATTGATGAATGATCCTCATGCAAGGCAT3’, 
Rev-primer XhoI: 5’CTCGAGGCCCGCTCAAGGATTTCCTAACTTCACTTT3’ (Invitrogen, 
Karlsruhe).  
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Tabelle 12: PCR-Ansatz zur Einführung von Schnittstellen für MunI und XhoI an die 
Sequenz der hC1GalT 
 Stammkonzentration  Volumen [µl] Endkonzentration  
Polymerase Puffer 
(Novagen) 
10-fach/k.A. 5 1-fach/k.A. 
MgSO4 (Novagen) 25 mM 2 1 mM 
dNTP-Mix (Novagen) Je 2 mM 5 0,2 mM 
Ffw-Primer MunI 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
Rev-Primer XhoI 
(Invitrogen) 
100 µM 15 30 µM 
PCR Produkt 
Humane C1GalT  
n.b. 2 n.b. 
H2O  5  
KOD Hot Start DNA 
Polymerase 
(Novagen) 
1 U/ml 1 20 mU/ml 
Gesamtvolumen: 50 µl 
Das PCR Programm konnte von der  ersten PCR übernommen werden.  
Anschließend wurde die DNS aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt (siehe Kapitel 3.6.1). Die 
gereinigte DNS der hC1GalT wurde mit den Restriktionsenzymen MunI und XhoI 
(Fermentas, St. Leon Rot) geschnitten, ebenso der Vektor pTS05, in den die hC1GalT 
eingefügt werden sollte. Da die beiden Enzyme unterschiedliche Bedingungen benötigen, 
mussten die Restriktionen getrennt erfolgen. Das Insert, das Gen der hC1GalT wurde zuerst 
über Nacht mit MunI geschnitten, dann wieder über Nacht mit XhoI. Der Vektor wurde 
jeweils nur 4 Stunden mit den Enzymen geschnitten.  
Die Zusammensetzung der Restriktionsansätze ist Tabelle 13 zu entnehmen.  
 
Tabelle 13: Restriktionsansatz für das Genkonstrukt der hC1GalT mit MunI und XhoI 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
DNS 24 n. b. 
Puffer Tango (für MunI/XhoI) 3/6 einfach/zweifach 
Restriktionsenzym MunI bzw. XhoI 0,5 0,167 U/µl 
Gesamtvolumen 30 µl 
n. b. = Nicht bestimmt 
Nach der Restriktion wurde die DNS der hC1GalT mit dem NucleoSpin Extract II Kit 
(Macherey und Nagel, Düren) aus dem Restriktionsansatz aufgereinigt (siehe Kapitel 3.6.1). 
Der Vektor wurde durch Agarosegelelektrophorese von dem ausgeschnittenen Insert 
getrennt. Die Vektorbande wurde ausgeschnitten und die DNS aus dem Agarosegel mit dem 
NucleoSpin Extract II Kit aufgereinigt. Anschließend wurde die DNS-Konzentration 
photometrisch bestimmt (Siehe Kapitel 3.6.1). 100 ng des geschnittenen Vektors wurden 
dephosphoryliert (Kapitel 3.6.1). Zum dephosphorylierten Vektor wurden 300 ng Insert 
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hC1GalT, Ligase und Ligase Puffer gegeben (Kapitel 3.6.1) und der Ansatz wurde über 
Nacht bei 22°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden kompetente Nova Blue Zellen mit 1 bis 
5 µl des Ligationsansatzes transformiert (Kapitel 3.6.1). Positive Klone wurden, wie in 
Kapitel 3.5.1 beschrieben, analysiert. 
 
 
3.6.4 Klonierung der β1,3 Galaktosyltransferase (WbiP) aus E. coli O127 
K63(B8) in den Vektor pET46 Ek/LIC 
 
Die DNS-Sequenz der β1,3 Galaktosyltransferase aus E. coli O127 K63(B8) (bakterielle 
Core 1 Galaktosyltransferase (bC1GalT, WbiP, UniProtKB Q5J7C7, GenBank Accession 
number AY493508, Yi et al., 2003) wurde von der Firma GENEART, Regensburg für die 
Expression in E. coli optimiert, synthetisiert und in den Vektor pGA4 eingefügt, wodurch 
der Vektor pGAbC1 entstand. Es wurde nur die DNS-Sequenz verändert, die 
Aminosäuresequenz war von den Änderungen nicht betroffen. Der so erhaltene Vektor 
diente als Vorlage für die Vervielfältigung der DNS zur Klonierung in den 
Expressionsvektor pET46 Ek/LIC (Novagen/Merck, Darmstadt). 
Das vollständige Gen der bC1GalT wurde in einer PCR amplifiziert, bei der durch die 
Primer bC1Ffw 5’GACGACGACAAGATGATTAGCGTGATCATG3’ und bC1Rev 
5’GAGGAGAAGCCCGGTTATTTCACCAGCGCTTT3’ (Biomers, Ulm) spezifische Enden für 
die Klonierung in den Vektor pET46 Ek/LIC geschaffen wurden. Die Zusammensetzung des 
PCR-Ansatzes ist Tabelle 14 zu entnehmen. 
Tabelle 14: Zusammensetzung der PCR-Reaktion zur Amplifikation des bC1Gens 
 Stammkonzentration  Volumen [µl] Endkonzentration  
Polymerase Puffer 10-fach/k.A. 5 1-fach/k.A. 
MgSO4 25 mM 2 1 mM 
dNTP-Mix Je 2 mM 5 0,2 mM 
Ffw-Primer 100 µM 15 30 µM 
Rev-Primer 100 µM 15 30 µM 
Plasmid pGAbC1 n.b. 1 n.b. 
H2O  6  
KOD Hot Start 
DNA Polymerase 
1 U/ml 1 20 mU/ml 
Gesamtvolumen: 50 µl 
n.b.= nicht bestimmt, k.A. = keine  Angaben vom Hersteller 
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PCR-Protokoll: 
Vorheizen:   94°C, 2 Minuten 
Denaturierung:  94°C, 35 Sekunden 
Anlagerung:  52°C, 45 Sekunden 
Extension:  68°C, 60 Sekunden 
Finale Extension:  72°C, 10 Minuten 
Wiederholung: 30 Zyklen, anschließend Kühlen bei 4°C. 
 
Die Klonierung in den Vektor pET 46 Ek/LIC erfolgte mit dem entsprechenden Kit der 
Firma Novagen, Darmstadt nach dem Protokoll des Herstellers. Das aufgereinigte PCR-
Produkt wurde mit dATP und einer T4-DNA-Polymerase versetzt, durch deren 3’5’ 
Exonuklease-Funktion 13 bzw. 14 Basen lange Einzelstrang-Überhänge geschaffen wurden, 
die komplementär zu Einzelstrang-Überhängen des Vektors sind. Tabelle 15 zeigt den 
Reaktionsansatz der T4-DNA-Polymerase für das bC1GalT-Gen. 
 
Tabelle 15: T4-DNA-Polymerase-Behandlung zur Erzeugung von Einzelstrang-Überhängen 
 Stammkonzentration Volumen Endkonzentration 
PCR-Produkt 100 ng/µl  1 µl  0,2 pmol 
T4 DNA 
Polymerase Puffer 
10-fach 2 µl einfach 
dATP 25 mM 2 µl 2,5 mM 
DTT 100 mM 1 µl 5 mM 
H2O, Nuklease-frei - 13,6 µl - 
T4 DNA 
Polymerase 
2,5 U/µl 0,4 µl 0,05 U/µl 
Gesamtvolumen: 20 µl  
 
Die Reaktion wurde durch Inaktivieren des Enzyms für 20 Minuten bei 75°C gestoppt. 
Anschließend wurden 2 µl von dem mit T4-DNA-Polymerase behandelten Insert mit 1 µl 
des Vektors und 1 µl EDTA (25 mM) gemischt und für 60 min bei 22°C inkubiert. 
Anschließend wurden kompetente E. coli NovaBlue GigaSingles ™ mit 1 µl des Ansatzes 
transformiert. Gemäß dem Protokoll des Herstellers (Novagen, Darmstadt) wurden 50 µl 
Zellen mit 1 µl DNA-Ansatz versetzt, für 5 Minuten auf Eis inkubiert, bei 42°C für 30 
Sekunden inkubiert, weitere 2 Minuten auf Eis inkubiert, dann wurden 250 µl SOC-Medium 
zugegeben. Dieser Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C unter Schütteln inkubiert und dann 
komplett auf eine Platte mit LB-Agar und Ampicillin (100 µg/ml) ausplattiert. Die Platte 
wurde über Nacht (ca. 16 Stunden) bei 37°C inkubiert. Zur Analyse der Klone wurden einige 
der Kolonien in LB-Flüssigmedium mit Ampicillin vermehrt und daraus die Plasmid-DNS 
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isoliert. Die Analyse erfolgte per PCR und Restriktionsverdau mit NcoI und XhoI 
(Fermentas, St. Leon Rot) analog zur der in Kapitel 3.5.1 für die hC1GalT-Klone 
beschriebenen Analyse. 
 
3.6.5 Klonierung der bC1GalT in die Vektoren pET-22b und pET-16b 
Um die Auswirkungen des His6-tags auf die Aktivität des Enzyms zu untersuchen, wurde 
das Gen der bC1GalT in den Expressionsvektor pET-22b (Novegen, Darmstadt) kloniert, um 
mit C-terminalem His6-tag und in den Vektor pET-16b (Novagen, Darmstadt), um ohne 
His6-tag exprimiert zu werden. Außerdem enthält der Vekor pET-22b stromaufwärts der 
„Multi-Cloning Site“ eine Sequenz, die für ein „pelB-Leader-Peptid“ kodiert, dass für den 
Transport des exprimierten Proteins ins Periplasma sorgt. So kann untersucht werden, ob die 
Expression im Periplasma, wo die Ausbildung von Disulfidbrücken erleichtert wird, für die 
Aktivität der bC1GalT von Vorteil ist. Für die Klonierung in die beiden Vektoren wurde das 
Gen der bC1GalT ausgehend von dem Vektor pGAbC1 mittels PCR amplifiziert und an den 
Enden mit Schnittstellen für die Restriktionsenzyme NcoI und XhoI versehen. Die dazu 
verwendeten Primer hatten die Sequenz: bC1Fr(NcoI): 
5’CATGCCATGGGCATGATTAGCGTGATCATG3’ und bC1Rr(XhoI): 
5’CCGCTCGAGTTTCACCAGCGCTTTAATAAA3’ (Biomers, Ulm). Die Zusammensetzung 
des PCR-Ansatzes ist Tabelle 14 zu entnehmen. Statt der Primer aus Tab. 14 wurden die 
oben beschriebenen Primer bC1Fr und bC1Rr verwendet. Es wurde das PCR-Programm 2 
(3.5.3) verwendet mit einer veränderten Annealing-Temparatur von 52°C. In einer zweiten 
PCR, die analog zur ersten verlief, wurde die NcoI-Schnittstelle um einige Nukleotide 
erweitert, um die Schnittfrequenz zu erhöhen. Dazu wurde der Primer bC1Fr durch den 
Primer bC1Ncoerw: 5’CGATGCGAGCCATGCCATGGGCATGA3’ (Biomers, Ulm) ersetzt. Die 
Annealing-Temparatur betrug hier 54°C, das PCR-Programm glich ansonsten dem ersten. 
Nach der zweiten PCR wurde die DNS (wie auch nach der ersten) mit dem Nucleo Spin Kit 
von Macherey und Nagel, Düren (siehe 3.6.1) aus dem PCR-Ansatz isoliert. Die isolierte 
DNS aus der PCR und die Vektoren pET-22b und pET-16b wurden mit den Enzymen NcoI 
und XhoI (Fermentas, St. Leon Rot) geschnitten (Tabelle 16). 
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Tabelle  16: Restriktionsansatz für das Gen der bC1GalT und die Vektoren pET-22b/-16b 
 pET-22/16b bC1 Endkonzentration 
      Volumen [µl] 
DNS 25 45 n.b. 
Tango 6,4 11 6,6 mM Tris-Acetat, pH 7.9 bei 37°C, 2 
mM Mg-Acetat, 13,2 mM K-Acetat,  
20 µg/ml BSA 
NcoI 0,5 0,5 0,1 U/µl 
XhoI 0,5 0,5 0,1 U/µl 
Gesamtvolumen: 32/57 µl 
 
Die Ansätze wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die DNS isoliert 
(Kapitel 3.6.1). Die DNS Konzentration wurde wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben 
photometrisch bestimmt. 100 ng des jeweiligen Vektors wurden dephosphoryliert und mit 
300 ng des bC1GalT-Inserts ligiert. Die Ansätze zu Dephosphorylierung und Ligation 
stimmten exakt mit den in Kapitel  3.6.1 beschriebenen überein. Anschließend wurden 25 µl 
Nova Blue Singles kompetente Zellen (Novagen, Darmstadt) mit 3,5 µl des 
Ligationsansatzes transformiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die dabei entstandenen 
Kolonien wurden in 25 ml LB-Amp Flüssigmedium überführt, die Zellen vermehrt und die 
Plasmid-DNS isoliert (Plasmid Mini-Präparations-Kit, PEQLAB, Erlangen). Zur Kontrolle 
der Identität des Klons wurde die Plasmid-DNS per Restriktionsanalyse untersucht. Die 
DNS eines positiven Klons wurde genutzt, um Zellen des Expressionsstammes BL21(DE3) 
zu transformieren (siehe Kap. 3.6.1). 
 
3.6.6 Klonierung der bC1GalT in den Vektor pTS05 
Bereits in früheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe Elling war festgestellt worden, dass 
das Propeptid einer Lipase aus Staphylococcus hyicus in Fusion mit einer 
Galaktosyltransferase deren Expression und Aktivität in E. coli begünstigen kann. Daher 
sollte die bC1 GalT in den Vektor pTS05 kloniert werden. Dieser enthält einen offenen 
Leserahmen für eine Fusion aus N-terminal His6-markiertem Propeptid und einer β1,4 
Galaktosyltransferase. Das Gen der β1,4 Galaktosyltransferase sollte entfernt und durch das 
der bC1GalT ersetzt werden. Dazu wurde zunächst das Gen der bC1GalT ausgehend von 
dem Vektor pGAbC1 amplifiziert und mit Schnittstellen für die Restriktionsenzyme MunI 
und XhoI versehen. In der ersten PCR wurden die Primer bC1ProM1: 
5’cgcacgtccaattgggtaccatgattagc3’ und 
bC1ProX15’gcagcgctcgagcttattatttcaccagcg3’ (Biomers, Ulm) verwendet, in 
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einer weiteren PCR die Primer bC1ProM2: 5’gccatgctcggtacgcacgtccaattggg3’ 
und bC1ProX2: 5’cgatcgccatgcagcgctcgagcttat3’ (Biomers, Ulm). Das PCR-
Programm war das bereits in Kapitel 3.6.5 beschriebene mit einer abweichenden Annealing-
Temperatur von 46°C in der ersten und 58°C in der zweiten PCR. Nach der zweiten PCR 
wurde die DNS (wie auch nach der ersten) mit dem Nucleo Spin Kit von Macherey und 
Nagel, Düren (siehe 3.6.1) aus dem PCR-Ansatz isoliert. Die isolierte DNS aus der PCR und 
der Vektor pTS05 wurden mit den Enzymen MunI und XhoI (Fermentas, St. Leon Rot) 
geschnitten (Tabelle 17). 
Tabelle  17: Restriktionsansatz für das Gen der bC1GalT und den Vektor pTS05 
 pTS05 bC1 Endkonzentration 
         Volumen [µl] 
DNS 20 30 n.b. 
Puffer G 2,5 3,5 6,6 mM Tris-Acetat, pH 7.9 bei 37°C, 2 
mM Mg-Acetat, 13,2 mM K-Acetat,  
20 µg/ml BSA 
MunI 0,5 0,5 0,1 U/µl 
XhoI 1,0 1,0 0,1 U/µl 
Gesamtvolumen: 32/57 µl 
 
Die Ansätze wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die DNS isoliert 
(Kapitel 3.6.1). Die DNS Konzentration wurde wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben 
photometrisch bestimmt. 100 ng des jeweiligen Vektors wurden dephosphoryliert und mit 
300 ng des bC1GalT-Inserts ligiert. Die Ansätze zu Dephosphorylierung und Ligation 
stimmten exakt mit den in Kapitel  3.6.1 beschriebenen überein. Anschließend wurden 25 µl 
Nova Blue Singles kompetente Zellen mit 3,5 µl des Ligationsansatzes transformiert und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. Die dabei entstandenen Kolonien wurden in 25 ml LB-Amp 
Flüssigmedium überführt, die Zellen vermehrt und die Plasmid-DNS isoliert (Peqlab Kit). 
Zur Kontrolle der Identität des Klons wurde die Plasmid-DNS per Restriktionsanalyse 
untersucht. Die DNS eines positiven Klons wurde genutzt, um Zellen des 
Expressionsstammes BL21(DE3) zu transformieren (siehe Kap. 3.6.1). 
 
3.7 Expression von rekombinanten Galaktosyltransferasen 
Zur Analyse und Aktivitätsbestimmung wurden die klonierten Galaktosyltransferasen 
exprimiert. Die humanen und die bakteriellen GalT-Konstrukte wurden in E. coli exprimiert. 
Die Drosophila melanogaster C1GalT wurde in Hi5 Insektenzellen exprimiert. 
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3.7.1 Expression und Zellaufschluss der hC1GalT  
Die Expression der humanen C1GalT mit und ohne Propeptid erfolgte unter den gleichen 
Bedingungen im Cytoplasma. Eine Vorkultur von 25 ml LB-Medium mit Ampicillin 
(Applichem, Darmstadt, 100 µg/ml) wurde mit einer Kolonie E. coli BL21(DE3) mit dem 
entsprechenden Vektorkonstrukt der hC1GalT angeimpft und über Nacht bei 37°C unter 
Schütteln (120 UpM) inkubiert. Die Hauptkultur, 1 l LB-Amp-Medium (100 µg/ml), wurde 
mit 5 ml der Vorkultur beimpft.  
Nach drei Stunden Inkubation bei 37°C und 80 UpM wurde die Proteinexpression durch 
Zugabe von 1 ml 1 molarer IPTG-Lösung (IPTG von Applichem, Darmstadt) induziert. Die 
weitere Inkubation fand bei 25°C und 80 UpM über Nacht statt. Am nächsten Tag wurden 
die Zellen 20 Minuten bei 10000 UpM abzentrifugiert (Sorvall RC-5B, DuPont, Bad 
Homburg), der Überstand verworfen. Die Zellen wurden entweder sofort aufgeschlossen 
oder bei -20°C gelagert. 
Von 4 g Zellen wurde eine 30%ige Zellsuspension hergestellt. Die Zellen wurden in 
Lysispuffer resuspendiert (siehe Anhang). Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschall 
(Sonoplus Homogenisator HDVW200, Bandelin, Berlin) vier mal für 30 Sekunden 
aufgeschlossen, dabei auf Eis gekühlt. Zelltrümmer und unlösliche Bestandteile wurden 
anschließend für 20 Minuten bei 13000 UpM abzentrifugiert (Sorvall RC-5B Zentrifuge, 
DuPont, Bad Homburg). 
 
3.7.2 Expression und Zellaufschluss der bC1 GalT aus pET-46, pET-22b, pET-
16b und pProbC1 
Die Expression der bC1 GalT erfolgte in Volumina von 0,2 bis 1 l in 1- bzw. 5-Liter 
Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Zunächst wurde eine Vorkultur von 25 ml in einem 100 
ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen über Nacht (ca. 16 h) bei 37 °C unter Schütteln bei 120 
UpM angezogen. Die Anzucht erfolgte in LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin. Die 
Hauptkultur, TB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin wurde mit 0,5 % der Vorkultur (w/v, 
bei 1 l-Kultur) bzw. 5% (w/v, 0,2 l-Kultur) angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 
80 UpM (1l) bzw. 100 UpM (0,2 l-Kultur). Nach 3 Stunden erfolgte die Induktion der 
Proteinexpression durch Zugabe von 0,1 % (v/v) 1M IPTG-Lösung (steril). Nach der 
Induktion wurde die Kultur bei 30°C über Nacht bei gleichen Schüttelbedingungen 
inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 7000 UpM und 4°C für 20 Minuten 
geerntet (Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher, Bonn). Nach der Ernte wurden die Zellen 
entweder gleich aufgeschlossen oder bei -20°C gelagert. Nach Optimierung der Expression 
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wurde die bC1GalT aus dem Vektor pET-46b in 200-250 ml TB-Medium (Hauptkultur) mit 
Ampicillin angezogen. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte nach 3 Stunden mit nur 
0,2 mM IPTG bei 25°C. Die Zellen wurden bereits nach 6 Stunden durch Zentrifugation 
geerntet (siehe oben) und bei -20°C gelagert oder gleich aufgeschlossen.  
Der Zellaufschluss erfolgte per Ultraschall. 6 (2) g Zellen wurden in 18 (6)  ml Lysispuffer 
(20 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, +/-10 mM Imidazol) resuspendiert (Entspricht einer 
30%igen Zellsuspension) und 4 mal 30 Sekunden bei 51% Leistung aufgeschlossen 
(Sonoplus, MS73, Bandelin, Berlin). Zwischen den Aufschluss-Schritten wurden die Zellen 
je 30 Sekunden auf Eis gekühlt. Nach dem Aufschluss wurden die Zelltrümmer 30 Minuten 
bei 14000 UpM und 4°C abzentrifugiert (Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher, Bonn). Der 
Überstand wurde abgenommen. 
 
3.7.3 Expression der Drosophila Melanogaster Core 1 β1,3 GalT 
Die dC1GalT wurde mit freundlicher Genehmigung und Unterstützung von Prof. Dr. F.-G. 
Hanisch und Dr. T. Schwientek am Institut für Biochemie II der Universität zu Köln 
exprimiert und aufgereinigt. Zur Expression der dC1GalT wurde das 
Baculovirus/Insektenzellsystem verwendet. Die zu einer hohen Expressionsrate fähige 
Zelllinie  Hi5 (Trichoplusia ni) wurde mit Baculoviren infiziert, die das Gen der dC1GalT 
(UniProt Q7K237 GenBank Accession number AE014134, Flybase CG9520, Adams et al., 
2000, Müller et al., 2005) trugen. Zur Vermehrung des Baculovirus wurde zunächst die 
Zelllinie Sf9 (Spodoptera frugiperda) genutzt. Die infizierten Sf9 Zellen wurden in 10 ml 
supplementiertem Grace Medium in Zellkulturschalen (Beckton Dickinson, Heidelberg) bei 
26°C vermehrt. Nach etwa 72 Stunden Inkubationszeit wurde der Überstand abgenommen 
und 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert und erneut der Überstand abgenommen, das Pellet 
verworfen. Mit diesem Überstand wurden die Hi5 Zellen infiziert. Die Hi5 Zellen wurden 
am Tag der Infektion neu geteilt: Das alte Medium wurde abgenommen und durch 10 ml 
frisches TNM FH Medium mit Gentamycin und FCS ersetzt. Die Zellen wurden durch 
Pipettieren von der Platte abgelöst, und je nach Zelldichte gleichmäßig auf drei bis 4 
Zellkulturplatten verteilt, in die 7,5 ml TNM FH Medium vorgelegt wurden. Die Platten 
wurden bei 26°C inkubiert. Nach etwa 6 Stunden wurden zur Infektion 25, 50 oder 100 µl 
Virus-Überstand zugegeben und die Platten für weitere 48 bis 72 Stunden bei 26°C 
inkubiert. Da das gewünschte Protein ins Medium gelangt, war kein Zellaufschluss nötig. 
Zur Ernte wurden die Überstände von den Zellkulturplatten abgenommen und für 5 Minuten 
bei 300 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Pellet verworfen.  
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3.8 Isolierung von Enzymen aus Einschlusskörpern und Rückfaltung  
Viele rekombinant in E. coli exprimierte Proteine reichern sich in einer nicht-löslichen Form 
in Einschlusskörpern an (Gräslund et al., 2008). Will man diese Proteine untersuchen, muss 
man sie aus den Einschlusskörpern isolieren. Viele dieser Proteine liegen dann nicht korrekt 
gefaltet vor und zeigen keine Aktivität. Zur Wiederherstellung der nativen Faltung gibt es 
eine Vielzahl an Rückfaltungsprotokollen, die Rückfaltung gelingt jedoch nur in wenigen 
Fällen. Aufgrund der zeitlichen Begrenzung dieser Arbeit wurden hier keine ausführlichen 
Studien zur Rückfaltung durchgeführt.  
 
3.8.1 Isolierung und Rückfaltung der His6hC1GalT aus Inclusion bodies 
Das Protokoll wurde übernommen von P. Björkman, Howard Hughes Medical Institute 
Research Laboratory, California Institute of Technology. Das Pellet der Expressionskultur 
(4,6 g Zellen) wurde in 13 ml Solution buffer resuspendiert (siehe Anhang). Die Zellen 
wurden per Ultraschall 4 Mal 15 Sekunden bei 70 % Leistung (MS73D, Bandelin, Berlin) 
auf Eis aufgeschlossen. Anschließend wurden 100 µl Lysozym (50 mg/ml), 40 µl Benzonase 
Nuclease und 50 µl MgCl2 (0,5 M) zugegeben. Nach kurzem Mischen (Vortex) wurden 12,5 
ml Lysis Puffer (siehe Anhang) zugegeben und erneut kurz gemischt. Der Ansatz wurde 45 
Minuten auf Eis inkubiert, dann wurden 350  µl  NaEDTA  (0,5 M in 50 mM  Tris-Cl, pH 
8,0)  zugegeben.  Der  Ansatz  wurde  bei -80°C eingefroren und anschließend für 20 
Minuten bei 37°C wieder aufgetaut. Nach Zugabe von 200 µl MgCl2 wurde der Ansatz eine 
Stunde bei 4°C inkubiert. Dann wurden weitere 350 µl NaEDTA zugegeben und der Ansatz 
wurde 20 Minuten bei 13000 UpM und 4°C abzentrifugiert. Nach Abnahme eines 500 µl 
Aliquots wurde der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml Waschpuffer (siehe 
Anhang) resuspendiert und erneut 2 Mal 15 Sekunden per Ultraschall aufgeschlossen. Der 
Ansatz wurde 20 Minuten bei 13000 UpM abzentrifugiert, der Überstand nach Probennahme 
verworfen. Dieser Wasch-Schritt wurde noch einmal mit Waschpuffer ohne Triton 
wiederholt (siehe Anhang). Nach dem zweiten Mal wurde das Pellet in 6 ml 8 M 
Guanidinium-HCl  pH 8,4 mit 4 mM DTT über Nacht bei 4°C resuspendiert. Am nächsten 
Tag wurden 2 ml der gelösten Inclusion bodies in 200 ml Rückfaltungspuffer (100 mM Tris-
Cl, pH 7,0, 400 mM L-Arginin, 2 mM NaEDTA, 0,5 mM oxidiertes Glutathion, 5 mM 
reduziertes Glutathion, 50 µl Protease Inhibitor Cocktail für bakterielle Zellextrakte, Sigma-
Aldrich, München) aufgenommen. Die Lösung wurde bei 4°C schwach gerührt. Nach 
jeweils 3 und 7 Stunden ab Zugabe der ersten 2 ml wurde je ein weiterer ml der gelösten 
Inclusion bodies zugegeben. Die Lösung wurde über Nacht bei 4°C schwach gerührt. 
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Anschließend wurde ein Teil der Lösung  rückgefalteter Proteine (20 ml) 10-fach 
konzentriert (VivaSpin 20 ml Zentrifugalfilter 10 kDa Ausschlussgewicht). Die 
verschiedenen Fraktionen der Rückfaltung wurden mittels SDS-PAGE und Immunoblot 
untersucht. Die Lösung der rückgefalteten Proteine wurde in einen Aktivitätstest für die 
humane C1GalT eingesetzt. 
 
3.8.2 Isolierung der bC1GalT aus Inclusion bodies  
3 g Zellmasse E. coli BL21(DE3) p46bC1 wurden in 13 ml Lösungspuffer (siehe Anhang) 
aufgenommen und resuspendiert (Protokoll nach P. Björkman, siehe oben). Die Zellen 
wurden per Ultraschall 4 Mal für 30 Sekunden aufgeschlossen (mit 30 Sekunden Kühlung 
auf Eis zwischen den Ultraschall-Intervallen). Dann wurden 12,5 ml Lysispuffer (100 mM 
Tris-Cl, pH 7,5) zugegeben und die Proben über Nacht bei -80°C gelagert. Am folgenden 
Tag wurde die Probe 45 Minuten bei 37°C aufgetaut und 20 Minuten bei 16000 UpM und 
4°C zentrifugiert (Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher, Bonn). Der Überstand wurde 
verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml Waschpuffer mit Triton (siehe Anhang) resuspendiert 
und die Zellen ein weiteres Mal 3 Mal 30 Sekunden per Ultraschall aufgeschlossen. Danach 
wurde die Lösung wie im vorhergehenden Schritt abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml 
Waschpuffer ohne Triton (siehe Anhang) resuspendiert. Die Lösung wurde ein weiteres Mal 
3 Mal 30 Sekunden mit Ultraschall beschallt und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 4 ml 8 
M Harnstoff gelöst. 3 ml davon wurden unter Rühren langsam mit einer Pipette in 20 ml 
Rückfaltungspuffer II (100 mM Tris-Cl, pH 7,5, 5 mM reduziertes Glutathion) getropft. Die 
Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Um die Isolierung der bC1GalT aus 
den Einschlusskörpern zu kontrollieren, wurden die Fraktionen der Harnstoff-Lösung und 
der Rückfaltung in einer SDS-PAGE mit Immunoblot analysiert. Harnstoff wurde 
verwendet, weil dieser weniger toxisch als Guanidin-HCl ist.  
 
3.9 Aufreinigung von Glykosyltransferasen 
Zur besseren Identifizierung und Charakterisierung der Galaktosyltransferasen wurden diese 
aus dem Zell-Rohextrakt über verschiedene Methoden aufgereinigt. 
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3.9.1 Aufreinigung über Immobilisierte Metallionen Affinitätschromatografie 
(Ni2+-TED) der hc1GalT im analytischen Maßstab 
Die Aufreinigung der His6hC1GalT wurde im analytischen Maßstab mit dem Protino Ni –
TED/IDA-Kit von Macherey und Nagel durchgeführt. 1 g der BL21(DE3)pDuethC1 
Zellmasse wurde in 2 ml LEW Puffer (Macherey und Nagel) resuspendiert. Der Aufschluss 
erfolgte per Ultraschall 4 Mal 15 Sekunden bei 70 % Leistung (Sonoplus MS73, Bandelin, 
Berlin). Zwischen den Ultraschallbehandlungen wurde die Zellsuspension 45 Sekunden auf 
Eis gekühlt, um eine unerwünschte Denaturierung der Proteine zu vermeiden.  Eine Ni2+-
TED-Säule mit 1 ml Säulenvolumen wurde mit 2 ml LEW-Puffer equilibriert. Dann wurden 
die 2 ml des Zellrohextraktes aufgegeben. Die Säule wurde 2 Mal mit je 2 ml LEW-Puffer 
gewaschen. An die Säule gebundenes Protein wurde 3 Mal mit 1,5 ml Elutionspuffer eluiert. 
In allen Fraktionen, die während der Aufreinigung entstanden, wurde die 
Proteinkonzentration per Bradford-Test bestimmt (Kapitel 3.10). In einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Kapitel 3.10) mit Immunoblot wurde 
überprüft, in welchen Fraktionen sich das gesuchte Protein befindet.  
 
Aufreinigung der bC1 GalT über Immobilisierte Metallionen 
Affinitätschromatografie (Ni2+-NTA) im analytischen Maßstab 
Ein Ni-NTA-Zentrifugen-Säulchen (Qiagen, Hilden) wurde mit 600 µl Lysis-Puffer (100 
mM Tris-Cl, pH 8,0, 300 mM NaCl) equilibriert. Dazu wurde der Puffer auf die Säule 
gegeben und diese 2 Minuten bei 2000 UpM, RT zentrifugiert (Hettich Rotina, Hettich, 
Tuttlingen). Der Durchlauf wurde verworfen. Dann wurden 600 µl Rohextrakt aufgegeben 
und erneut zentrifugiert. Dieser Durchlauf, wie auch die folgenden wurden zur Analyse 
aufbewahrt. Anschließend wurde die Säule mit 600 µl Lysis-Puffer gewaschen. Die Elution 
erfolgte 3 mal  mit 300 µl Elutionspuffer (100 mM Tris-Cl, 300 mM NaCl, 300 mM 
Imidazol).  
 
3.9.2 Aufreinigung der bC1 GalT über Immobilisierte Metallionen 
Affinitätschromatografie (Ni2+-NTA) im präparativen Maßstab 
Der Zellaufschluss erfolgte wie im Kapitel 3.7.2 beschrieben. Eine Ni-NTA-Säule (Qiagen, 
Hilden) XK 26/20 (GE Healthcare, Freiburg) mit einem Volumen von etwa 10 ml wurde mit 
Lysispuffer (20 mM Tris- Cl, pH 8,0, 300 mM NaCl) equilibriert. Der Rohextrakt (5 bis 15 
ml, Proteinkonzentration von 5 bis 25 mg/ml) wurde mit einer Flussrate von 0,5 ml/min auf 
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die Säule aufgetragen. Gleichzeitig wurde die Absortion bei 280 nm gemessen. Nach der 
Aufgabe wurde die Säule weiter mit Lysispuffer gewaschen, bis die Absorption wieder eine 
konstante Basislinie erreicht hatte. Anschließend wurde die Säule mit Waschpuffer (20 mM 
Tris-Cl pH 8,0, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol) gewaschen, um unspezifisch gebundene 
Proteine zu entfernen. Auch hier wurde die Absorption bei 280 nm gemessen. Nachdem 
wieder eine Basislinie erreicht wurde, folgte die Elution mit 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 150 mM 
NaCl, 250 mM Imidazol. Das Waschen und die Elution erfolgten bei einer Flussrate von 2 
ml/min. Die Eluate wurden in Fraktionen von 2 bis 3,5 ml aufgefangen. Nach der 
Aufreinigung wurde in Rohextrakt, Durchlauf, Waschfraktion und Eluaten die 
Proteinkonzentration mittels Bradford-Test bestimmt (Kapitel 3.10).  
 
3.9.3 Aufreinigung der bC1 GalT über Kationenaustauschchromatografie an 
SP-Sepharose FF 
Eine SP-Sepharose Säule XK26/30 (GE Healthcare, Freiburg) mit einem Säulenvolumen 
von ca. 20 ml SP-Sepharose FF (GE Healthcare, Freiburg) wurde mit  Puffer A mit 50 mM 
Hepes-NaOH, pH 7,0 equilibriert. In diesem Puffer erfolgte auch der Aufschluss der Zellen.  
Der Ultraschall-Aufschluss erfolgte 4 Mal für 30 Sekunden bei 51% Leistung. Der Zell-
Rohextrakt (15 ml) wurde mit einer Flussrate von 0,5-0,75 ml/min auf die Säule aufgegeben. 
Gleichzeitig wurde die Absorption bei 280 nm gemessen. Die bC1GalT hatte einen 
theoretischen isoelektrischen Punkt von pI = 9,1. Nach der Aufgabe wurde die Säule weiter 
mit Puffer A gewaschen, bis die Absorption wieder eine konstante Basislinie erreicht hatte. 
Dann erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit Puffer B mit 50 mM Hepes, pH 7,0 
mit 1 M NaCl. Durch die hohe Salzkonzentration wurden die Proteine von der Säule gelöst.  
Die Elution erfolgte mit einem Gradienten aus Puffer A und B, der sich in 20 Minuten von 0 
auf 100% Puffer B steigerte, dann linear bei 100% Puffer B blieb. Die Flussrate bei der 
Elution betrug 2 ml/min. Das Eluat wurde in Fraktionen à 3,5 ml aufgefangen. Der 
Proteingehalt von Rohextrakt, Durchlauf und Eluatfraktionen wurde per Bradford-Test 
bestimmt (s. Kap. 3.10). 
 
3.9.4 Aufreinigung der dC1GalT über Anionenaustauschchromatografie an Q-
Sepharose FF 
Vor der Aufreinigung wurde der Zellkultur-Überstand dialysiert. Zur Dialyse wurden 
mehrere Überstände zusammengeführt, sodass ein Volumen von 200 bis 300 ml vorlag. Die 
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Dialysemembran (Roth) wurde 5 Minuten in Wasser vorbehandelt. Anschließend wurden die 
gesammelten Überstände eingefüllt und bei 4°C gegen 2 l Puffer A (25 mM Tris-Cl pH 7,5, 
50 mM NaCl, 5 mM DTT) unter schwachem Rühren  über Nacht dialysiert. Zweimal wurde 
nach ca. 3 bis 4 Stunden der Puffer  ersetzt. Die Aufreinigung erfolgte über Q-Sepharose FF 
Anionenaustauscher Material (Sigma-Aldrich, München) bei 4°C. Die dC1GalT hat einen 
theoretischen isoelektrischen Punkt von pI = 6,2. Es wurden ca. 6 ml Q-Sepharose FF 
verwendet. Die Equilibrierung der Säule erfolgte mit 250 ml Puffer A (siehe oben) bei etwa 
0,5 ml/min, ebenso die Aufgabe des dialysierten Überstands. Anschließend wurde die Säule 
mit 150 ml Puffer A bei 0,5 ml/min gewaschen. Die Elution erfolgte mit Puffer B (25 mM 
Tris-Cl pH 7,5, 1M NaCl, 5 mM DTT) bei 2 ml/min. Es wurden Fraktionen von 10 bis 20 ml 
gesammelt. In allen Fraktionen der Aufreinigung wurde die Aktivität bestimmt. Die 
Eluatfraktionen mit hoher Aktivität wurden auf 4 bis 8 ml in 15 ml 
Zentrifugalkonzentratoren (Millipore) mit 10 kDa cut-off bei 3000 x g aufkonzentriert. Zur 
Stabilisierung wurden sie aliquotiert und mit 50% Glycerin bei -20°C gelagert.   
 
3.10 Konzentrationsbestimmung von Proteinen - Proteinbestimmung nach 
Bradford 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford angewandt 
(Bradford, 1976). 25 µl der zu bestimmenden Proben wurden unverdünnt oder in 
unterschiedlichen Verhältnissen in Wasser verdünnt mit 100 µl Bradford-Lösung vermischt. 
(Roth) Zur Vorbereitung wurden 2 Teile Bradford-Stammlösung mit 5,5 Teilen H2O 
versetzt. Nach sieben Minuten wurde die Absorption im Fotometer (SpectraMax) bei 595 nm 
bestimmt. Zur Quantifizierung wurde gleichzeitig eine Standardgerade mit BSA (Roth) 
erstellt. Dazu wurden Lösungen mit BSA-Konzentrationen von 10, 20, 40, 60, 80 und 100 
µg/ml erstellt. Auch bei diesen Standards wurden 25 µl Proteinlösung mit 100 µl 
Bradfordlösung gemischt. Als Leerwert wurde Wasser statt Probe eingesetzt. Alle 
Bestimmungen erfolgten als dreifach-Ansatz. Die Auswertung erfolgte mit der Software 
SoftMax Pro 4.0.  
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3.11 Elektrophoretische Analyse von Proteingemischen per SDS-PAGE 
und Immunoblot 
Verschiedene Proteingemische sollten elektrophoretisch getrennt und dann per Coomassie-
Färbung sichtbar gemacht werden oder einzelne Proteine in einem Immunoblot mit 
Antikörpern spezifisch nachgewiesen werden. 
 
3.11.1 Analyse der Aufreinigung verschiedener GalTs per SDS-PAGE 
Zur Expressionskontrolle der Galaktosyltransferasen wurde eine reduzierende SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgeführt.  Dazu wurden aus den zu untersuchenden 
Fraktionen der Aufreinigung je 4 bis 150 µg Protein mit Ladepuffer (LDS sample buffer, 
Invitrogen, Karlsruhe) und DTT (Applichem, Darmstadt) zur Denaturierung und 
Reduzierung der Disulfidbrücken versetzt. Die genaue Zusammensetzung der Ansätze ist 
Tabelle 18 zu entnehmen. Die Ansätze wurden 10 Minuten bei 70°C erhitzt. 
 
Tabelle  18: Zusammensetzung der Proben für die SDS-PAGE 
*n.b. = nicht bestimmt. Eine kleine Menge des Pellets wurde mit einer kleinen Pipettenspitze 
abgenommen und in 100 µl H2O gelöst. Je nach relativer Trübung wurde diese Lösung noch 
weiter verdünnt. 
Von den Ansätzen wurden je 26 µl auf zwei SDS-Gele mit 10% Acrylamid (hC1GalT, 
dC1GalT und ProbC1GalT) bzw. 16 % Acrylamid (bC1GalT) aufgetragen (Herstellung 
siehe Anhang, Kapitel 6). Die Trennung erfolgte ca. 65 bis 80 Minuten bei 200 V. Als 
Laufpuffer wurde SDS-Puffer (siehe Anhang) verwendet. Nach der Elektrophorese wurde 
ein Gel eine Stunde mit Coomassie Brilliant Blue R250 angefärbt. Anschließend wurde der 
Hintergrund mit Entfärber (siehe Anhang) entfärbt (über Nacht, RT). Das zweite Gel wurde 
in einem Immunoblot weiterverwendet.  
 
 Probenvolumen [µl] Proteinmenge 
[µg] 
Ladepuffer [µl] DTT 1 M [µl] 
Pellet 40 n.b.* 15 3 
Rohextrakt 40 150 15 3 
Durchlauf 40 150 15 3 
Wasch 40 5-40 15 3 
Eluat 1  40 5-40 15 3 
Eluat 2 40 5-40 15 3 
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3.11.2 Analyse der Isolierung verschiedener GalTs aus Inclusion bodies per 
SDS-PAGE 
Um den Erfolg der Isolierung verschiedener GalTs (die N-terminal His6-markierte hC1GalT 
aus dem Vektor pDuethC1 oder die N-terminal His6-markierte bakterielle C1GalT aus dem 
Vektor pET46bC1) aus Inclusion bodies zu kontrollieren, wurden alle Fraktionen der 
Isolierung in einer SDS-PAGE mit anschliessendem Immunoblot untersucht. Im 
Immunoblot sollte das His6-markierte Enzym spezifisch mit einem Anti-His6-Antikörper 
nachgewiesen werden und im Vergleich mit der SDS-PAGE sollte die Reinheit des isolierten 
Enzyms bewertet werden. Dazu wurden die Fraktionen der Isolierung vorbehandelt (Tabelle 
19).  
 
Tabelle 19: Zusammensetzung von Proben der C1GalT-Rückfaltung für die SDS-PAGE 
 Probe [µl] H2O [µl] LDS Probenpuffer [µl] DTT 1 M [µl]                                             
Pellet 8 32 15 3 
Guanidin 
gelöstes Protein 
10 30 15 3 
Rückfaltung 
Konzentrat 1  
40 (5-40µg) - 15 3 
Rückfaltung 
Konzentrat 2 
40 (5-40 µg) - 15 3 
Die Proben wurden 10 Minuten bei 70°C erhitzt und anschließend wurden je 25 µl auf zwei 
SDS Gele (mit 10 % bzw. 16% Acrylamid) aufgegeben. Die Bedingungen für 
Elektrophorese, Coomassie-Färbung und Blot waren wie in Kapitel  3.10.1  beschrieben. 
 
3.11.3 Immunoblot 
Die Proteine wurden aus dem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran (Roth, 
Karlsruhe/BIORAD, München) übertragen. Vor dem Blot wurde die PVDF-Membran für 60 
Sekunden im 100% Methanol  und anschließend für 5 Minuten in Transferpuffer (siehe 
Anhang) equilibriert. Der Blot erfolgte für 70 Minuten bei 30 V und RT in Transfer-Puffer 
(siehe Anhang) in einer XCell Sure Blot Kammer (Invitrogen, Karlsruhe). Anschließend 
wurde die Blotmembran 3 Minuten in H2O gewaschen und dann eine Stunde in einer Lösung 
aus 2 % BSA in PBS geblockt. Zur Detektion der His6-markierten Proteine wurde die 
Membran eine Stunde in einer Antikörperlösung mit Anti-His6-Antikörper-HRP-Konjugat 
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(Roche Applied Science, Mannheim),  in Blocking-Lösung (siehe Anhang) inkubiert. 
Danach wurde die Membran 3 mal 5 Minuten in PBST gewaschen. Zur Detektion der 
Proteinbanden wurde die Membran ca. 5 Minuten bis zur Visualisierung der Banden in einer 
DAB-Lösung inkubiert (1 ml DAB (Roche Applied Science, Mannheim) in 9 ml Peroxid-
Puffer (Roche Applied Science, Mannheim)). Zum Stoppen der Reaktion wurde die 
Membran in ca. 0,5 l H2O überführt. 
 
 
3.12 Aktivitätsbestimmung von Galaktosyltransferasen 
3.12.1 Aktivitätstest für die hC1GalT 
Der hier vorgestellte Ansatz zur Untersuchung der hC1GalT Aktivität ist im Wesentlichen 
der Veröffentlichung von Ju und Cummings entnommen, die ertsmals die hC1GalT isolieren 
konnten (Ju et al., 2002). Es wurden nur geringfügige Modifizierungen vorgenommen 
(Tabelle 20).  
 
Tabelle 20: Zusammensetzung des Aktivitätstests der hC1GalT 
 Stammkonzentration Volumen [µl] Endkonzentration 
Mes pH 6,5 0,5 M 5 50 mM 
Triton X-100 5 % 1 0,1% 
DTT 1 M 0 (1) 0 (20 mM) 
MnCl2 0,5 M 1 10 mM 
GalNAc-α-Benzyl 10 mM 12,5 2,5 mM 
UDP-Gal 0,1 M 2,5 5 mM 
hC1GalT 
(Rohextrakt/IMAC-
Eluat/Rückgefaltet) 
- 27 - 
Gesamtvolumen: 50 µl 
 
Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Reaktion 
für 10 Minuten bei 95°C gestoppt, 10 Minuten bei 10000 UpM zentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und per HPLC analysiert  (Kapitel 3.14). Es wurden Ansätze mit und ohne 
DTT untersucht und ein Maximum an Enzymprobe eingesetzt. 
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3.12.2 Aktivitätstest für die bC1GalT 
Der Ansatz zur Untersuchung der Aktivität der bakteriellen Core 1 β1,3 
Galaktosyltransferase (Tabelle 21) ist der Publikation von Yi  (Yi et al., 2008) entnommen, 
die erstmals das Enzym klonierten. 
 
Tabelle 21: Aktivitätstestansatz zur Untersuchung der bC1GalT-Aktivität 
 Stammkonzentration Volumen [µl] Endkonzentration 
Tris-Cl pH 7,5 100 mM 5 10 mM 
MnCl2   0,2 M 2,5 10 mM 
UDP-Galaktose 0,1 M 3 6 mM 
GalNAc-α-Benzyl 0,1 M (in DMSO) 7,5 15 mM 
bC1GalT 
(Rohextrakt, 
Durchlauf oder 
Eluat 
- 32 - 
Gesamtvolumen: 50 µl 
Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion für 10 
Minuten bei 95°C gestoppt, für 10 Minuten bei 10000 UpM abzentrifugiert und der 
Überstand per HPLC analysiert (Kapitel 3.16). 
 
3.12.3 Aktivitätstest der dC1GalT mit radioaktiv-markiertem UDP-Gal 
Die Zusammensetzung des Aktivitätstests für die C1 GalT aus Drosophila melanogaster 
enstammt der persönlichen Kommunikation mit Dr. T. Schwientek, Institut für Biochemie II 
der medizinischen Fakultät der Universität zu Köln (Tabelle 22). Der Test wurde entwickelt 
am Institut für Zelluläre und Molekulare Medizin und Zahnheilkunde der Universität von 
Kopenhagen, Kopenhagen, Dänemark unter Mitwirkung von  Prof. Dr. H. Clausen und Prof. 
Dr. E P. Bennett. Dieser Test wurde mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. F.-G. 
Hanisch unter Anleitung von Dr. T. Schwientek am Institut für Biochemie II der Universität 
zu Köln durchgeführt. 
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Tabelle 22: Zusammensetzung des Aktivitätstests zur Bestimmung der dC1GalT-Aktivität 
mit radioaktiv-markierter UDP-Galaktose 
 Stammkonzentration Volumen [µl] Endkonzentration 
MES pH 6,5 1 M 5 100 mM 
Triton X-100 1% 5 0,1% 
MnCl2 0,5 M 2 20 mM 
GalNAc-α-Benzyl 200 mM 2 8 mM 
UDP-[14C]-Gal 4,7 mM, 3800 cpm/nmol 2 0,188 mM 
DTT 1M 1 20 mM 
H2O  18  
dC1GalT-
Überstand 
 15  
Gesamtvolumen: 50 µl    
 
Der Aktivitätsansatz wurde 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Wenn keine Zell-Überstände, 
sondern Glycerinstocks getestet wurden, wurde nur 1 µl Enzym eingesetzt, der Rest mit H2O 
aufgefüllt. 
Der Aktivitätstest wurde über 1X8-100 Dowex Material (BioRad, München) gestoppt. 800 
µl Dowex wurden 4 Mal mit 1 ml H2O gewaschen. Der Aktivitätstest wurde durch Zugabe 
von 450 µl H2O gestoppt und auf die Dowex-Säule gegeben. Anschließend wurde die Säule 
2 Mal mit 250 µl H2O gewaschen. Der Durchlauf und die Waschfraktionen wurden 
zusammen aufgefangen und gemischt. 500 µl davon wurden mit 3,5 ml EcoLume 
Scintillationscocktail (MP Biomedicals, Heidelberg) gemischt und im Scintillationszähler 
(Wallac MicroBeta Trilux, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim) gemessen.  
 
3.12.4 Aktivitätstest der dC1GalT mit nicht-markierter UDP-Galaktose und 
UDP-Gal-Biotin 
Um zu untersuchen, ob die dC1GalT fähig ist, UDP-Gal-Biotin als Donorsubstrat 
umzusetzen, wurde zuerst das einfach zu analysierende Substrat GalNAc-α-Benzyl als 
Akzeptor eingesetzt (Tabelle 23).  Der Ansatz setzte sich wie der Ansatz mit nicht-
markierter UDP-Galaktose zusammen. Das UDP-Gal-Biotin stammte aus eigener Synthese 
(siehe Kapitel 3.14) 
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Tabelle  23: Zusammensetzung des Ansatzes zur Bestimmung der dC1GalT-Aktivität 
 Stammkonzentration Volumen [µl] Endkonzentration 
MES pH 6,5 1 M 5 100 mM 
Triton X-100 5% 1 0,1% 
MnCl2 0,5 M 3 30 mM 
GalNAc-α-Benzyl 10 mM 25 5 mM 
UDP-Gal /UDP-6-
biotinyl-Gal 
100 mM  2 4 mM 
DTT 1M 1 20 mM 
H2O  10  
dC1GalT-
Überstand 
 3  
Gesamtvolumen: 50 µl    
 
Der Reaktionsansatz wurde 5, 10 und 20 Minuten (für UDP-Gal) bzw. über Nacht (für UDP-
6-biotinyl-Gal) bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz für 10 Minuten bei 95°C 
gestoppt, 10 Minuten bei 10.000 UpM zentrifugiert und der Überstand abgenommen und per 
HPLC analysiert (Kapitel 3.16).  
 
3.13 Charakterisierung von Galaktosyltransferasen 
 
3.13.1 Charakterisierung der bC1GalT und ProbC1GalT 
Die Ansätze zur Aufnahme der Donor- und Akzeptorkinetik setzten sich zusammen wie in 
Tabelle 24 beschrieben. 
Tabelle 24: Ansatz zur Bestimmung der bC1GalT-Kinetik 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
Tris-Cl pH 8,0 0,1 M 5 10 mM 
MnCl2 0,2 M 5 20 mM 
UDP-Galaktose 0,1 M variierend 0,1 bis 16 mM 
GalNAc-α-Benzyl in DMSO variierend 0,01 bis 32 mM 
bC1GalT Rohextrakt 20   
H2O ad 50 µl  
Gesamtvolumen: 50 µl  
 
Zur Aufnahme der Akzeptorkinetik variierte die GalNAc-α-Benzyl-Konzentration von 0,001 
bis 32 mM, bei gleich bleibender Donorkonzentration von 5 mM. Zur Aufnahme der 
Donorkinetik variierte die Konzentration von UDP-Galaktose von 0,005 bis 32 mM, bei 
einer Akzeptorkonzentration von 15 mM. Die Ansätze wurden für vier Stunden (bC1GalT) 
bzw. 5 Minuten (ProbC1GalT) bei 45°C inkubiert, anschließend wurde die Reaktion durch 
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10 minütiges Erhitzen bei 95°C abgestoppt. Die Proben wurden für 10 Minuten bei 10.000 
UpM abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und per HPLC analysiert (Kapitel 3.16). 
Das Produkt Galβ1,3GalNAc-α-Benzyl wurde bei 205 nm detektiert wie in Kapitel 3.15 
beschrieben. Zur Aufnahme des pH-Optimums wurden Tris-Cl-Lösungen mit pH-Werten 
von 5/5,5/6/6,5/7/7,5/8/8,5 und 9 eingesetzt. Die Donorkonzentration betrug 5 mM, die 
Akzeptorkonzentration 15 mM. Die übrigen Konzentrationen waren wie in Tabelle 24 
angegeben. Auch hier wurden die Ansätze vier Stunden bzw. 5 Minuten bei 45°C inkubiert, 
anschließend wie oben beschrieben abgestoppt, zentrifugiert und per HPLC analysiert. Zur 
Untersuchung der Temperaturabhängigkeit wurden die Ansätze mit 5 mM UDP-Gal, 15 mM 
GalNAc-α-Benzyl und 10 mM Tris-Cl pH 8,0, sonst wie oben beschrieben bei Temperaturen 
von 20, 25, 30, 35, 40, 45 und 50°C inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze wie oben 
beschrieben abgestoppt und analysiert. Zur Untersuchung der Abhängigkeit von 
zweiwertigen Metallkationen, wurden neben MnCl2 noch 10 µl einer 0,1 molaren Lösung 
von MgCl2, NiCl2, CoCl2, CuCl2, ZnCl2 und FeCl2 getestet. Die Endkonzentration betrug 
jeweils 20 mM. Die übrigen Konzentrationen waren wie oben beschrieben. Die Anätze 
wurden für vier Stunden/5 Minuten bei 45°C inkubiert, anschließend abgestoppt und per 
HPLC analysiert. 
 
3.13.2 Charakterisierung der dC1GalT 
Ein Ansatz zur Untersuchung der Enzymkinetik der dCore 1 β1,3 GalT setzte sich 
zusammen wie in Tabelle 25 beschrieben. 
 
Tabelle 25: Ansatz zur Bestimmung der dC1GalT-Kinetik 
 Volumen [µl] Endkonzentration 
MES Puffer pH 6,5 5 100 mM 
UDP-Gal  0,5-15 0,5-30 mM 
DTT 1 20 mM 
Triton X-100 1  0,1 % 
MnCl2 1 10 mM 
GalNAc-α-Benzyl 0,5-15  0,5-30 mM 
dC1β1,3GalT 3  12,4 µg/µl 
H2O  Ad 50 µl  
Gesamtvolumen: 50 µl   
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Die Ansätze wurden für 5, 10 und 20 Minuten bei 37°C inkubiert und für 5 min bei 95°C 
abgestoppt, anschließend bei 10000 UpM für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand in 
HPLC-Gefäße überführt.  
Zur Analyse der Kinetik der dC1GalT wurde die GalNAc-α-Benzyl Akzeptorkonzentration 
von 0,5 bis 30 mM variiert, bei gleichbleibender Donorkonzentration von 4 mM. Bei 
gleichbleibender Konzentration des Akzeptors von 4 mM wurde die Donorkonzentration von 
0,5 bis 30 mM variiert.  
Zur Bestimmung des pH-Optimums wurde der pH-Wert des Puffers von pH 5 bis pH 9 
variiert, alle anderen Parameter wurden wie in Tabelle 25 beschrieben, beibehalten. Die 
Ansätze zur Bestimmung des Temperaturoptimums wurden bei variierenden Temperaturen 
zwischen 20 bis 40°C inkubiert, die Zusammensetzung war identisch mit der in Tabelle 25 
beschriebenen. Zur Untersuchung der Metallionenabhängigkeit wurden statt MnCl2 
Lösungen von MgCl2, FeCl2, CoCl2, CaCl2, und CuCl2 mit identischen Konzentrationen 
eingesetzt, außerdem wurde ein Ansatz mit Zusatz von 20 mM EDTA (Endkonzentration) 
untersucht. 
 
3.14 Synthese und Aufreinigung von Uridin 5’-diphospho-6-biotin-ε-
amidocaproylhydrazino-α-D-Galaktose (UDP-6-biotinyl-Galaktose) 
Zur Synthese von UDP-6-biotinyl-Galaktose wurde ein in der Arbeitsgruppe bestehendes 
Protokoll verwendet (Bülter et al., 2001, Namdjou et al., 2007). Der chemoenzymatische 
Syntheseansatz setzte sich wie in folgender Tabelle dargestellt zusammen. 
 
Tabelle 26: Ansatz zur chemoenzymatischen Synthese von UDP-6-biotinyl-Galaktose 
Substanz Endkonzentration  
BACH 12 mM 
UDP-Gal 8 mM 
Katalase 2700 U/ml 
Galaktose Oxidase 3 U/ml 
CuSO4 0,5 mM 
Natriumphosphat-Puffer pH 6,0 
(NaH2PO4/Na2HPO4) 
25 mM 
Gesamtvolumen: 50 ml  
 
Die Synthese erfolgte in einem 50 ml Reaktor mit blasenfreier Sauerstoffbegasung bei 
Raumtemperatur. Das Reagenz BACH ((+)-Biotin-ε-aminocaproyl Hydrazid) wurde in 
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Natriumphosphatpuffer bei 50°C gelöst, anschließend abgekühlt. Dann wurde es mit den 
weiteren Reagenzien außer der Galaktose Oxidase in den Reaktor gegeben. Es wurde ein 
Überdruck von 0,5 mbar angelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe der Galaktose Oxidase 
gestartet (Abbildung 12). Nach einer Reaktionsdauer von 24 Stunden wurde der Ansatz auf 2 
ml Reaktionsgefäße verteilt und die Reaktion für 5 Minuten bei 95°C gestoppt. 
Anschließend wurden die Ansätze bei 10.000 UpM für 10 Minuten zentrifugiert. Die 
Überstände wurden zusammengeführt. Die bei der Synthese entstandene UDP-6-
biotinhydrazono-Galaktose musste im folgenden Schritt reduziert werden. Dazu wurde 
Natriumcyanoborhydrid (NaCNBH3) bis zu einer Endkonzentration von 100 mM zugegeben 
und in dem Reaktionsansatz gelöst. Der Ansatz wurde dann eingefroren, die Reduktion 
erfolgte für 48 Stunden bei -20°C. Der reduzierte Syntheseansatz wurde im Vakuum in der 
SpeedVac auf ca. 10-15 ml konzentriert. Das UDP-6-biotinyl-Gal wurde über eine 
analytische HPLC-Säule isoliert. Je 250 µl des konzentrierten Synthesepools wurden in die 
HPLC injiziert. Die Trennung erfolgte über eine Multohyp ODS 5µ Säule (250 x 4,6 mm mit 
Vorsäule, Macherey und Nagel, Düren). Als Laufpuffer diente 1% Methanol in H2O (filtriert 
und entgast) mit einem pH-Wert von 7,5. Die Flussrate betrug 0,3 ml/min und die Detektion 
erfolgte bei den Wellenlängen 205 und 260 nm. Um zu überprüfen, ob das gereinigte 
Produkt noch Verunreinigungen des Ausgangsstoffes BACH ((+)-Biotinamidocaproyl 
Hydrazid) enthält, der bei der weiteren Anwendung unspezifisch mit Proteinen oder 
Glykoproteinen reagieren könnte, wurde ein Test auf die Anwesenheit von Hydrazid 
vorgenommen. Die Anwesenheit von Hydrazid wurde mithilfe von 2,4,6 
Trinitrobenzensulfonsäure (TNBS, Pikrylsulfonsäure) überprüft. 50 µl 100 mM NaH2PO4 
wurden mit 50 µl Probe und 10 µl Pikrylsulfonsäure (1M) versetzt. Dann wurden 50 µl 100 
mM Na2HPO4 zugegeben. Bei Anwesenheit von Hydrazid erfolgte ein Farbumschlag von 
gelb nach orange-rot. War keine Kontamination festzustellen, wurde die gereinigte Substanz 
unter Vakuum in der SpeedVac getrocknet und nach Gewichtsbestimmung in H2O gelöst. 
Bei Vorliegen einer Hydrazid-Kontamination musste das Produkt erneut über HPLC 
gereinigt werden. 
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Abbildung 12: Chemoenzymatische Synthese von UDP-6-biotinyl-Galaktose und UDP-6-biotinyl-N-
Acetylgalaktosamin (Bülter et al., 2001, Namdjou et al., 2007). 
 
 
3.15. IgA als Akzeptor der Galaktosyltransferasen 
In ersten Versuchen sollte untersucht werden, ob eine der rekombinant exprimierten 
Galaktosyltransferasen Galaktose auf IgA übertragen konnte. Dies geschah durch den 
Transfer von radioaktiv-markierter 3H UDP-Galaktose und anschließender Detektion der auf 
IgA übertragenen Radioaktivität. 
 
3.15.1 IgA als Akzeptor der dC1GalT und bC1GalT mit 3H-UDP-Galaktose als 
Substrat 
Damit ein Maximum an UDP-Galaktose auf die IgA Moleküle übertragen werden konnte, 
wurde IgA zunächst desialyliert bzw. desialyliert und degalaktosyliert (Kapitel 3.5) 
Verschiedene Mengen von desialyliertem bzw. desialyliertem und degalaktosyliertem IgA 
wurden in einen 3H UDP-Galaktose-Transferansatz mit der dC1GalT und der bC1GalT 
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eingesetzt. Dieser Versuch wurde im Isotopenlabor der Inneren Klinik I und II des 
Universitätsklinikums der RWTH Aachen durchgeführt. Ansätze siehe Tabelle 27.   
Tabelle 27: Ansatz zum Nachweis des UDP-Gal-Transfers auf IgA 
 
Volumen Endkonzentration 
Mes Puffer 1 M pH 6,5  5  
 
66,7 mM  
MnCl2 0,2 M 7,5  20 mM 
DTT 1 M 1,5 20 mM 
Triton X-100 10 % 1,5  0,2% 
UDP-Gal 3H 1  (1 µCi)  0,27 µM 
IgA (Nativ/ desial. /degal.) 50 0,75 µM (9 µg) 
dC1GalT (25 µl bC1GalT 
bzw. ProbC1GalT) 
3  60 mU/ml 
H2O ad 75 µl - 
Gesamtvolumen: 75 µl 
 
Die Ansätze wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. Als Negativkontrollen dienten Ansätze 
ohne MnCl2, ohne das die dC1GalT keine Aktivität zeigt. Die Galaktosidase in Ansätzen mit 
vorbehandeltem IgA wurde durch das im Transfer-Ansatz enthaltene DTT inaktiviert. Eine 
Mikrotiterplatte (Nunc Polysorp, Nunc/Thermo Fisher, Schwerte) wurde über Nacht bei 4°C 
mit 200 µl/Reaktionskompartiment (RK) eines Anti-Human-IgA-Fab-Fragments beschichtet 
(Dianova, Hamburg, Verdünnung 1:670). Am nächsten Tag wurde die Platte 5 Mal mit 200 
µl PBST gewaschen und freie Stellen in den Reaktionskompartimenten für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur  mit 2 % BSA in PBS blockiert. Nach nochmaligem Waschen wurden die 
IgA Proben aufgetragen. Die Platte wurde mit den IgA Proben für vier Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte 3 Mal mit 200 µl PBST pro 
Reaktionskompartiment gewaschen. Die einzelnen Reaktionskompartimente der 
Mikrotiterplatte wurden voneinander getrennt und in einzelne Vertiefungen der Messplatte 
des Counters gegeben. In die Reaktionskompartimente der Mikrotiterplatte wurden 200 µl 
Scintillationsflüssigkeit (SuperScint) gegeben. Die Radioaktivität wurde in einem Wallac 
Trilux Counter (Wallac Trilux, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim) gemessen und mit der 
Microbeta WindWork Software analysiert. Die Messzeit betrug eine Minute. In einem 
zweiten Versuchsaufbau wurde überschüssige radioaktiv-markierte UDP-Galaktose aus den 
Ansätzen über Zentrifugenfilter in einer Ultrafiltration entfernt. Dazu wurden die Proben 
(und Kontrollen) in einzelne Zentrifugenfiltersäulchen  (VivaSpin, Sartorius, Göttingen) mit 
einem Ausschlussgewicht von 10 kDa mit 300 µl PBST gegeben und für 10 Minuten bei 
10.000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und der Vorgang zwei 
Material und Methoden 
_________________________________________________________________________ 
90 
 
Mal wiederholt. Anschließend wurden die Proben entnommen, in neue 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt und mit PBST auf ein Volumen von 200 µl aufgefüllt. Die 
Proben wurden dann mit 200 µl Scintillationsflüssigkeit versetzt, in die Messplatte des 
Counters gegeben und die Radioaktivität bestimmt (siehe oben). 
 
3.15.2 IgA als Akzeptor der dC1GalT mit  UDP-Gal oder UDP-6-biotinyl-Gal 
als Substrat – Nachweis per CE oder ELISA 
Die Akzeptanz von IgA als Akzeptor der dC1GalT sollte auch durch den Transfer von nicht-
markierter UDP-Galaktose oder UDP-6-biotinyl Galaktose untersucht werden (Tabelle 28). 
Der Transfer von nicht-markierter UDP-Galaktose sollte per CE durch Detektion des frei 
gewordenen UDPs (Kapitel 3.16.2) und per ELISA (Kapitel 3.2) nachgewiesen werden. Der 
Transfer von UDP-6-biotinyl Galaktose sollte per ELISA (Kapitel 3.16.3) nachgewiesen 
werden. Damit ein Maximum an Galaktose auf IgA übertragen werden konnte, wurde IgA 
vor dem Transfer  desialyiert beziehungsweise desialyliert und galaktosyliert (siehe Kapitel 
3.5) 
 
Tabelle  28: Ansatz zum Transfer von UDP-Gal bzw. UDP-6-biotinyl-Gal auf IgA 
Reagenzien Stammkonzentration Volumen [µl] Endkonzentration 
MES pH 6,5 1 M 5 67 mM 
Triton X-100 5% 1,5 0,1% 
MnCl2 bzw. MgCl2 0,5 M 3 20 mM 
IgA (Desial./degal.) (1-4 µg) 50  88 - 352 µM  
(1 - 4 µg)/360 µg für 
CE-Analyse 
UDP-Gal/UDP-6-
biotinyl-Gal 
100 mM 3 4 mM 
DTT 1M 1,5 20 mM 
dC1GalT 500 mU/ml 3 21,2 µg/µl  
= 20 mU/ml 
H2O  Ad 75/ ad 300 µl 
für CE-Analyse  
 
Gesamtvolumen: 75 µl  
 
Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das überschüssige 
UDP-Gal-Biotin aus dem Ansatz entfernt. Dies geschah durch Filtration in 0,5 ml 
Zentrifugal-Konzentratoren (VivaSpin, Sartorius, Göttingen) mit einer Ausschluss-Größe 
von 10 kDa. Der Transfer von UDP-6-biotinyl-Galaktose wurde anschließend in einem 
ELISA überprüft (Kapitel 3.16.3). Der Transfer von nicht-markierter Galaktose wurde per 
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ELISA (Kapitel 3.2) und per CE (Kapitel 3.16) analysiert. Für eine CE-Analyse wurden 
vierfache Volumina der oben genannten Lösungen und 366 µg desialyliertes oder 
desialyliertes und degalaktosyliertes IgA eingesetzt. 
 
3.15.3 Analyse von Serum-IgA1 O-Glykanen durch enzymatische radioaktive 
Markierung mittels dC1GalT 
Zur Analyse der IgA1 O-Glykosylierung sollten untergalaktosylierte Glykane mit 3H 
radioaktiv markierter Galaktose markiert werden (Tabelle 29). Dazu wurde isoliertes IgA aus 
dem Serum von IgAN-Patienten und Kontrollen genutzt. Das IgA wurde zuerst desialyliert 
(siehe Kapitel 3.5.1). Anschließend wurden untergalaktosylierte Glykane enzymatisch mit 
der dC1GalT mit radioaktiver Galaktose markiert. Dieser Versuch wurde im Isotopenlabor 
der Medizinischen Klinik I und II der Medizinischen Fakultät im Universitätsklinikum der 
RWTH Aachen durchgeführt. Der Ansatz setzte sich zusammen, wie in Tabelle 29 
beschrieben. 
 
Tabelle 29: Ansatz zur enzymatischen Markierung von untergalaktosyliertem IgA1 mit 
radioaktiver 3H Galaktose  
 Volumen Endkonzentration 
Mes Puffer 1 M pH 6,5  5  
 
66,7 mM  
MnCl2 0,2 M 7,5  20 mM 
DTT 1 M 1,5 20 mM 
Triton X-100 10 % 1,5  0,2% 
UDP-Gal 3H 1  (1 µCi)  0,067 µM 
IgA (isoliert,  desial. ) 50 0,013 µM (0,19 µg) 
dC1GalT  3  60 mU/ml 
H2O ad 75 µl - 
Gesamtvolumen: 75 µl 
 
Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die nicht übertragene 
radioaktive Galaktose durch Ultrazentrifugation aus dem Ansatz entfernt: Der Transfer-
Ansatz wurde in 400 µl PBS in 0,5 ml VivaSpin Zentrifugen-Filtersäulen (Sartorius, 
Göttingen, 10 kDa cut-off) aufgenommen und 15 min bei 10000 UpM zentrifugiert. Zum 
Waschen wurden weitere 3 Mal 400 µl zugegeben und zentrifugiert. Das Retentat wurde in 
PBS aufgenommen und auf 200 µl aufgefüllt. Das so mit 3H Galaktose aufgefüllte IgA 
wurde anschließend mit 500 µl Scintillationsflüssigkeit gemischt und in eine 24-well 
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Scintillationsplatte gegeben. Die auf IgA übertragene Radioaktivität wurde in einem Wallac 
Trilux MicroBeta Scintillationszähler (Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim)  für eine Minute 
gemessen. 
 
3.16 Analytische Methoden zum Nachweis der Galaktosyltransferase-
Aktivität 
 
3.16.1 HPLC-(MS) Methode zum Nachweis der Galaktosyltransferase-
Aktivität 
Die Analyse der Aktivitätsassays, der Enzymkinetiken und der Untersuchungen zum 
Temperatur- und pH-Optimum der Galaktosyltransferasen erfolgte mittels HPLC mit einer 
LiChrospher-Säule  (100 RP-18, 250 x 4 mm, 5µ) von CS Chromatografieservice, 
Langerwehe mit 15% Acetonitril in H2O als Laufmittel für 45 Minuten. Die Flussrate betrug 
0,5 ml/min, die Trennung erfolgte bei Raumtemperatur. Die Detektion der Analyten erfolgte 
bei 205 und 260 nm. 
Die Detektion per HPLC-ESI-MS erfolgte mit einem Surveyor MSQ Massenspektrometer 
von Thermo Finnigan (Schwerte) im Negativen Modus, bei 400°C und 50-200 V Cone 
voltage. Die Auswertung erfolgte mit der Chromeleon Software.  
 
3.16.2 CE-Methode zum Nachweis der Galaktosyltransferase Aktivität  
Leloir-Galaktosyltransferasen übertragen Galaktose ausgehend vom Donor UDP-Galaktose. 
Bei der Übertragung der Galaktose wird UDP abgespalten. Zur Analyse, ob Galaktose von 
der dC1GalT auf IgA übertragen werden konnte, sollte das bei der Reaktion abgespaltene 
UDP nachgewiesen und quantifiziert werden. Dies sollte per Kapillarelektrophorese (Engl.: 
Capillary Electrophoresis, CE) geschehen. Die abgestoppten Transferansätze (Kapitel 
3.14.2) wurden  von 300 auf 50 µl konzentriert und in entsprechenden CE-Probengefäßen in 
den Probenwagen der CE-Anlage gestellt. Es wurde die Kapillarelektophoreseanlage P/ACE 
MDQ Glycoprotein System von Beckman Coulter verwendet. Als Laufpuffer wurde ein 
Boratpuffer aus 50 mM Natriumtetraborat und 64 mM Borsäure mit einem pH-Wert von 9,0 
verwendet. Zur Trennung wurde eine „Fused Silica“ Kapillare mit einer Gesamtlänge von 
60,2 cm und einem Innendurchmesser von 75 µm verwendet. Die Trennung erfolgte bei 
25°C und 25 kV, die Injektion der Probe erfolgte unter Druck für 5 Sekunden bei 0,5 Psi. 
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Die Detektion von UDP erfolgte im UV-Detektor durch Messung der Absorption bei 254 
nm. Die Auswertung erfolgte anhand einer Kalibrationsgeraden mit UDP (siehe Anhang). 
  
3.16.3 Nachweis des Transfers von 6-biotinyl-Galaktose auf IgA per ELISA 
Streptavidin ist ein ursprünglich aus Streptomyceten isoliertes biotinbindendes Protein mit 
einem Molekulargewicht von 60 kDa (Chaiet und Wolf, 1964). Ein Molekül Streptavidin 
kann bis zu vier Moleküle Biotin binden. Aufgrund dieser Tatsache wurden für den 
Nachweis von Biotin-markiertem IgA Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten 
verwendet. Zuerst sollte in einem Transferansatz Gal-Biotin durch die dC1GalT auf IgA 
übertragen werden. Biotin-markiertes IgA sollte an die Platte binden und mit einem IgA-
spezifischen Antikörper nachgewiesen werden können. Der Ansatz ist Kapitel 3.15.2 zu 
entnehmen. 
Eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte von Nunc (Nunc/Thermo Fisher, Schwerte) 
wurde eine Stunde lang mit 200 µl 2% BSA in PBS/Reaktionskompartiment bei 
Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurde die Platte 5 Mal mit 200 µl 
PBST/Reaktionskompartiment gewaschen. Dann wurde die IgA-Probe mit 1 µg IgA in 50 
µl/Reaktionskompartiment aufgegeben und die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) 
inkubiert. Anschließend wurden nicht gebundene Moleküle durch einen weiteren 
Waschschritt entfernt. Zur Detektion wurden 100 µl eines Anti-Human-IgA-Alkalische-
Phosphatase-Konjugats (aus der Ziege, Sigma-Aldrich, München) in einer Verdünnung von 
1 zu 2000 aufgegeben und die Platte drei Stunden bei RT inkubiert. Nach nochmaligem 
Waschen wurden 200 µl einer pNPP Flüssigsubstrat-Lösung für die Alkalische Phosphatase 
(Sigma-Aldrich, München) aufgegeben. Nach einer Inkubationszeit von etwa 15 Minuten 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 75 µl 3 M NaOH gestoppt und die Absorption im 
Mikrotiterplattenfotometer (Molecular devices, Ismaning) bei 405 nm gemessen. Die 
Auswertung erfolgte mit der SoftMax Pro 4.0 Software. 
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4. Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Charakterisierung von Glykan-spezifischen Antikörpern und Lektinen 
und ihre Wechselwirkung mit IgA 
In dieser Arbeit wurde ein ELISA-Assay zur Analyse der IgA1 O-Glykane entwickelt.  Zur 
Analyse wurden die Lektine aus der Schnecke Helix aspersa (HAA) und Jacalin verwendet, 
die Affinität zu den IgA-Glykan Strukturen GalNAc (Tn) bzw. Galβ1,3GalNAc (TF-
Antigen) haben. Parallel dazu wurden auch zwei Antikörper mit Spezifität gegen das Tn- 
und TF-Antigen verwendet, von denen bisher keine Daten zur IgA1-Glykan-Bindung 
veröffentlicht sind. Die Spezifität dieser Lektine und Antikörper sollte verglichen werden, 
um das beste Mittel zur Charakterisierung der IgA-Glykane zu finden. Zuerst wurde ein 
geeignetes Reagenz zur Blockierung ausgewählt. Nachdem der ELISA-Aufbau getestet und 
optimiert war, sollten die zur Glykan-Analyse verwendeten Antikörper und Lektine mit Hilfe 
dieses ELISAs detailiert auf ihre Bindungseigenschaften zu IgA1 O-Glykanen untersucht 
werden. Ziel war es einen Test zu entwickeln, der zwischen Serum-IgA von IgAN-Patienten 
und gesunden Kontrollen unterscheiden konnte. 
 
4.1.1 Bestimmung der optimalen Blockierung 
Um nach der Antikörper-Beschichtung noch unerwünschte freie Bindungsstellen auf der 
Mikrotiterplatte optimal zu blockieren, wurden verschiedene Reagenzien getestet 
(Abbildung 13). Es wurden Lösungen mit 2 % und 3 % BSA als Blockierungsreagenz 
getestet, 2 % BSA mit PEG 4000 und ein Blockierungsreagenz von Roche (Mannheim). 
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Abbildung  13: Blockierung der Mikrotiterplatte mit verschiedenen Reagenzien. Eine Nunc MaxiSorp 
Platte wurde mit Anti human IgA F(ab)2-Fragment beschichtet. Dann wurden verschiedene Lösungen zur 
Blockierung eventuell noch vorhandener freier Stellen aufgegeben. Zur Analyse, ob das  Anti human IgA 
Peroxidase Konjugat, das zur Detektion des IgA verwendet werden sollte, noch unspezifisch an die Platte 
binden kann, wurde dieses in verschiedenen Verdünnungen aufgegeben. 
 
Man erkennt in Abbildung 13, dass nur bei einer Blockierung mit 3 % BSA bei allen 
Verdünnungen des Anti-IgA-Peroxidase-Konjugats die Absorption mit ca. 0,04 OD-
Einheiten sehr niedrig bleibt. Bei anderen Blockierungsreagenzien werden mit verschiedenen 
Anti-IgA-Peroxidase-Konjugat-Verdünnungen  Absorptionen von 0,08 bis 0,12 erreicht. 
Dies kann bei sehr niedrigen Absorptionswerten die Ergebnisse schon verfälschen. Daher 
wurden alle Versuche mit 3 % BSA als Blockierungsreagenz durchgeführt.  
 
4.1.2 Charakterisierung des Helix aspersa Lektins 
Wie aus Abbildung 14 ersichtlich, steigt die Absorption mit Zunahme der aufgetragenen 
IgA-Menge an. Dies ist am deutlichsten bei einer Beschichtungskonzentration von 2,6 und 
1,3 µg/ml Fab-Fragment zu sehen. Doch auch bei einer Beschichtung mit 0,16 µg/ml steigt 
die Absorption mit Zunahme der IgA-Menge leicht an. Mit Abnahme der 
Beschichtungskonzentration sinken auch die Absorptionsunterschiede zwischen 
aufgetragenen IgA-Mengen. 
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Abbildung 14: IgA-Bindungskapazitäten des anti human IgA-F(ab`)2-Fragmentes, HAA-Nachweis. 
PolySorp™-Platten wurden über Nacht mit 0-2,6 µg/ml anti human IgA-F(ab`)2-Fragment beschichtet. Vier 
verschiedene IgA-Konzentrationen zwischen 0,1 und 1,5 µg IgA/50 µl (desialyliert) und eine Kontrolle ohne 
IgA wurden über Nacht inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit biotinyliertem HAA (Helix aspersa 
Agglutinin)/Extravidin-Peroxidase. 
 
Für den geplanten ELISA-Test war es besonders wichtig, möglichst große 
Absorptionsunterschiede zwischen verschiedenen IgA-Mengen zu erzielen, damit schon 
geringe Unterschiede in der Glykosylierung sichtbar werden. Bei  
Beschichtungskonzentrationen von 1,3 und 2,6 µg/ml sind die Absorptionsunterschiede am 
größten. Da sich die Absorptionswerte dieser beiden Beschichtungen nicht stark 
unterschieden, wurde aufgrund der Wirtschaftlichkeit dieses Assays eine 
Beschichtungskonzentration von 1,3 µg/ml gewählt und eine IgA-Menge von 0,5 µg/Probe. 
Im Folgenden sollte für das Lektin aus der Schnecke Helix aspersa, das die gleiche Affinität 
für GalNAc wie der Tn-Antikörper hat,  die Auswirkung von Sialinsäure- und Galaktose-
Gehalt auf die IgA-Bindung untersucht werden. Man erkennt in Abbildung 15, dass 
desialyliertes IgA deutlich besser vom HA-Lektin gebunden wird, als natives IgA. Nach 
Desialylierung stehen also (wie erwartet) mehr Epitope (GalNAc) für das HA Lektin zur 
Verfügung. 
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Abbildung  15:  Einfluss von Sialylierung und Galaktosylierung auf die Bindung des HA Lektins an IgA 
O-Glykane. Es wurden 0,5 µg IgA (Sigma-Aldrich, München)/RK aufgegeben. IgA = unbehandeltes IgA, DeS 
=  desialyiertes IgA, DeSG = desialyliertes, degalaktosyliertes IgA, ohne HA = Negativkontrolle ohne Helix 
aspersa Lektin. 
 
Degalaktosyliertes IgA zeigt eine etwas niedrigere Absorption als desialyliertes IgA, dass 
heißt, es wird etwas schlechter gebunden. Theoretisch sollte degalaktosyliertes IgA besser 
vom HA Lektin gebunden werden, da die Tn-Struktur in diesem Fall exponiert liegt. Der 
Unterschied in der Absorption von desialyliertem und degalaktosyliertem IgA ist aber mit 
0,08 mOD  nicht signifikant. Daher scheint das HA Lektin nicht sehr gut zwischen Gal und 
GalNAc unterscheiden zu können. Aber es darf nicht außer Betracht gelassen werden, dass 
andere Faktoren die Bindung stören könnten. Zum Beispiel könnte die Galaktosidase, die 
nicht aus dem Ansatz entfernt werden konnte, noch an IgA gebunden sein oder konnte die 
terminale Galaktose nicht effizient entfernen und könnte so die Erkennung durch das HA 
Lektin behindern. Das HA Lektin ließ sich in Anwesenheit von GalNAc wieder von IgA 
bzw. den IgA-Glykanen lösen. In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass die Absorption bei 
Anwesenheit von 100 und 200 mM GalNAc um etwa 75 % absinkt. 
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Abbildung  16:  Inhibierung der HA-IgA Interaktion durch verschiedene Zucker. Es wurden 0,5 µg 
desialyliertes IgA (Sigma-Aldrich, München)/RK aufgegeben. 
 
Auch schon bei einer Konzentration von 10 mM GalNAc ist eine Inhibierung der Lektin-
Bindung zu erkennen, die Absorption sinkt hier von 0,545 auf 0,478. Die Inhibierung der 
IgA-Bindung durch GalNAc ist eine weiterere Bestätigung für die GalNAc-Spezifität des 
Lektins. Doch auch durch Anwesenheit von Galaktose kann die Bindung des HA-Lektins zu 
IgA inhibiert werden, allerdings weniger stark als mit GalNAc. Daraus kann geschlossen 
werden, dass das HA Lektin auch eine geringe Fähigkeit hat, Galaktose zu binden. 
Desialyliertes Myeloma IgA1 zeigt mit 0,7 im Vergleich zu 0,3 eine deutlich höhere 
Absorption als natives Myeloma IgA1 (Abbildung 17). Myeloma IgA wurde als Kontrolle 
gewählt, weil bei Myeloma IgA die Glykane alle an Serinreste gebunden sind, nicht wie bei 
„normalem“ IgA an Serin und Threonin. Die Glykanposition könnte sich auf die 
Lektinbindung auswirken. Bei „normalem“ IgA war der Unterschied  mit 0,6 im Vergleich 
zu 0,35 nicht ganz so groß.  
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Abbildung  17: Bindung des HA-Lektins an Myeloma IgA. Es wurden 0,5 µg Myeloma IgA1 (Calbiochem, 
Darmstadt)/RK aufgegeben. MyIgA = unbehandeltes Myeloma IgA1, MyIgA DeS = desialyliertes Myeloma 
IgA1, MyIgA DeSG = desialyliertes, degalaktosyliertes Myeloma IgA1, ohne HA = Negativkontrolle ohne 
HAA. 
 
Der Unterschied zwischen degalaktosyliertem Myeloma IgA und desialyliertem Myeloma 
IgA ist mit 0,02 nicht signifikant und unterliegt der normalen Schwankungsbreite bei 
ELISA-Bestimmungen.  Auch bei „normalem“ IgA war kein großer Unterschied zwischen 
desialyliertem und degalaktosyliertem IgA festgestellt worden. In keinem Fall konnte eine 
Steigerung der Absorption beobachtet werden, die Aufgrund der Spezifität des Lektins 
erwartet worden wäre.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: HAA-Bindung an humanes IgG (Sigma-Aldrich, München). Aufgetragen wurden 0,5 µg 
IgG/Reaktionskompartiment. IgG = unbehandeltes IgG, DeS = desialyliertes IgG, DeSG = desialyliertes, 
degalaktosyliertes IgG, ohne Anti-IgG = Negativkontrolle ohne Anti-IgG-Beschichtung, ohne IgG = 2. 
Negativkontrolle ohne IgG. 
 
HAA-Lektin war nicht in der Lage, humanes IgG zu binden. Die Absorptionswerte liegen 
zwischen 0,044 und 0,051 (Abbildung 18) und zeigen damit fast dieselben Absorptionswerte 
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wie die Kontrollen ohne IgG bzw. ohne Antikörperbeschichtung (0,044 bzw. 0,049).  
Humanes IgG besitzt keine O-Glykane und keine terminalen GalNAc-Moleküle in den N-
Glykanen. Die N-Glykane sind erst nach Behandlung mit reduzierenden Agenzien frei 
zugänglich. 
 
 
Abbildung  19: Bindung des HA Lektins an IgA aus Serumproben von IgAN-Patienten und an 
Kontrollen. o. B. = ohne Befund (mutmaßlich gesunde Personen, Absicherung durch Nierenbiopsie fehlt), 
MW = Mittelwert, IgAN = IgA Nephropathie, IgA1 = Myeloma IgA1 (Calbiochem, Darmstadt), IgA2 = 
Myeloma IgA2 (Calbiochem, Darmstadt). Die Serumproben wurden in einer Verdünnung von 1: 1000 auf die 
Platte aufgetragen. Die Konzentration von IgA1 und IgA2 betrug 0,5 µg/Probe (50 µl). 
 
In einem ersten Test wurden fünf Serumproben von gesunden Menschen (ohne Befund), fünf 
Serumproben von IgAN-Patienten und als Kontrolle Myeloma IgA1 und Myeloma IgA2 mit 
dem Helix aspersa Lektin untersucht. Bei der IgAN-Gruppe konnte ein erhöhter Mittelwert 
im Vergleich zu der Kontrollgruppe gemessen werden (Abbildung 19).   Der Unterschied 
war mit p = 0,55 aber nicht signifikant (ungepaarter, zweiseitiger T-Test). Jedoch zeigte nur 
ein Wert eine etwas erhöhte Absorption von 0,71 im Vergleich zu den Proben der gesunden 
Kontrollen. Insgesamt zeigten die Proben der gesunden Kontrollen Absorptionswerte von 
0,3 bis 0,59. Die Absorptionswerte der IgAN-Patienten lagen zwischen 0,34 und 0,71. 
Dieser Unterschied ist noch nicht ausreichend für eine Unterscheidung zwischen diesen 
beiden Gruppen. Der Wert der Myeloma IgA1 Kontrolle lag bei 0,21 und damit über dem 
der Negativ-Kontrolle von 0,15. IgA2 besitzt keine Hinge-Region und ist daher auch nicht 
glykosyliert. Deswegen sollte es nicht vom Helix aspersa Lektin gebunden werden. Diese 
Theorie wurde hier bestätigt. Die Absorptionen der Kontrollen können aber nicht direkt mit 
denen der Serumproben verglichen werden, da die Serumproben ein anderes 
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Bindungsverhalten zeigen und die Bindung des IgA im Serum durch die hohe 
Proteinkonzentration im Serum beeinflusst wird. 
 
4.1.3 Charakterisierung des Lektins Jacalin 
Auch das Lektin Jacalin wurde hinsichtlich seiner Bindungseigenschaften an humanes IgA 
charakterisiert. Für eine Detektion mit Jacalin wurde das optimale Verhältnis zwischen IgA-
Menge und Fab-Beschichtungskonzentration bestimmt (Abbildung 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: IgA-Bindungskapazitäten des anti human IgA-F(ab`)2-Fragments, Jacalin-Nachweis. 
PolySorp™-Platten wurden über Nacht mit 0-2,6 µg/ml anti human IgA-F(ab`)2-Fragment beschichtet. Vier 
verschiedene IgA-Konzentrationen zwischen 0,1 und 1,5 µg IgA/50 µl (desialyliert) und eine Kontrolle ohne 
IgA wurden über Nacht inkubiert. Der Nachweis erfolgte mit biotinyliertem Jacalin/Extravidin-Peroxidase. 
 
Insgesamt weisen die Werte von Jacalin wesentlich höhere Absorptionen auf, als die von 
HAA. Auch beim Nachweis mit Jacalin stieg die Absorption mit Zunahme der IgA-Menge 
und der Beschichtungskonzentration an. Die höchste Absorption wurde bei IgA-Mengen von 
1,5 µg und bei Beschichtungskonzentrationen von 2,6 µg/ml erreicht. Für den geplanten 
ELISA war es besonders wichtig, dass Unterschiede in der Konzentration von 
untergalaktosyliertem IgA besonders hohe Absorptionsunterschiede zeigten. Am höchsten 
war der Unterschied zwischen verschiedenen IgA-Mengen bei Beschichtungen mit 2,6 und 
1,3 µg/ml. Die Absorptionswerte dieser beiden Beschichtungen unterschieden sich kaum. 
Zugunsten der Wirtschaftlichkeit wurde daher eine Beschichtungskonzentration von 1,3 
µg/ml gewählt, bei IgA-Mengen von 0,5 µg/50 µl. Auch das Lektin Jacalin sollte im 
Hinblick auf den Einfluss von Sialylierung und Galaktosylierung auf die Bindung 
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charakterisiert werden. In Abbildung 21 erkennt man, dass sich weder die Sialylierung noch 
die Galaktosylierung stark auf die Absorption auswirken. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  21: Einfluss von Sialylierung und Galaktosylierung auf die Bindung von Jacalin an IgA O-
Glykane. Es wurden 0,5 µg/RK aufgetragen.  
 
Bei nativem IgA zeigte sich ein Absorptionswert von 0,882. Der Absorptionswert von 
desialyliertem IgA lag bei 0,857, der von degalaktosyliertem IgA lag bei 0,851. Der 
Absorptionsunterschied lag also bei maximal 3,5 %. Diese Absorptionsunterschiede sind so 
gering, dass sie im Bereich der normalen Schwankungsbreite von ELISA-Bestimmungen 
liegen. Dieses Ergebnis bestätigt die Theorie, dass Jacalin sowohl Galaktose als auch 
GalNAc binden kann. Nach einer Untersuchung von Tachibana und Mitarbeitern (Tachibana 
et al., 2006) bindet Jacalin spezifisch die GalNAc-α-Struktur, wobei schon ein einziger 
GalNAc-Rest auf einem Peptid für die Erkennung und Bindung ausreicht. Es konnte auch 
gezeigt werden, dass Jacalin das T-Antigen (Galβ1-3GalNAc), die Core 3 Struktur (GlcNAc-
β1-3GalNAc) und das Sialyl-T-Antigen auf einem IgA-Hinge-Peptid bindet, nicht aber die 
Core 2 Struktur oder Sialyl-Tn (Tachibana et al., 2006). Tachibanas Ergebnisse konnten in 
dieser Arbeit nachvollzogen werden: Eine Desialylierung und Degalaktosylierung wirkten 
sich kaum auf die Bindung zum IgA aus. Daraus kann in der Tat geschlossen werden, dass 
Jacalin sowohl das sialylierte, als auch das desialylierte T-Antigen ebenso wie das Tn-
Antigen mit ähnlicher Affinität bindet. Tachibana und Mitarbeiter konnten auch eine 
schwache unspezifische Bindung des nicht-glykosylierten Peptids beobachten (Tachibana et 
al., 2006). Dies wurde hier nicht untersucht. Diese Ergebnisse belegen ebenfalls, dass Jacalin 
aufgrund seiner Affinität zu drei der IgA O-Glykanstrukturen gut geeignet ist um IgA1 aus 
dem Serum zu isolieren, ohne dass dabei eine Subfraktion IgA1 verloren geht oder ohne dass 
dabei eine bestimmte Subfraktion angereichert wird. 
 Absorption 492 nm 
IgA 0,882 +/- 0,012 
IgA, desialyliert 0,857 +/- 0,053 
IgA, desialyl., 
degalaktosyliert  
0,851 +/- 0,016 
Ohne Jac 0,047 +/- 0,001 
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1
IgA DeS DeSG ohne Jac
Ab
so
rp
tio
n
 
49
2 
n
m
Probe
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
103 
 
 
Abbildung  22: Inhibierung der Jacalin-IgA Interaktion durch verschiedene Zucker. Es wurden 0,5 µg 
desialyliertes IgA (Sigma-Aldrich)/RK aufgetragen. 
 
Auch die Bindung von Jacalin, das spezifisch für die Core 1 Struktur ist, wurde durch 
Anwesenheit von α-D-Galaktose inhibiert (Abbildung 22). Galaktose entspricht nicht der 
Core 1 Struktur, ist aber der terminale Zucker der core 1 Struktur. Eine Anwendung von 
Galβ1-3GalNAc zur Inhibierung kam aufgrund der limitierten Verfügbarkeit nicht in Frage. 
Nach Zugabe von 10 mM Galaktose sinkt die Absorption um etwa 15,8 % ab, bei 10 mM 
GalNAc sinkt sie um 31,7 %. Auch diese Ergebnisse bestätigen, dass Jacalin sowohl 
GalNAc, als auch Galaktose binden kann. Dabei liess sich die Jacalinbindung aber deutlich 
stärker von GalNAc inhibieren, als von Galaktose. Bei einer Konzentration des Zuckers von 
100 mM lag die Absorption bei GalNAc bei 0,373, bei Galaktose bei 0,707, also noch fast 
doppelt so hoch. Bei einer Zuckerkonzentration von 200 mM sank die Absorption mit 
Galaktose um 64 % ab, verglichen mit dem Absorptionswert ohne Zucker. In Anwesenheit 
von GalNAc war die Absorption sogar um 80,7 % reduziert. Die hier vorgestellten 
Ergebnisse bestätigen die Ergebnisse von Tachibana und Mitarbeitern (Tachibana et al., 
2006). 
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Abbildung  23: Bindung des Lektins Jacalin an Myeloma IgA1 (Calbiochem, Darmstadt). Es wurden 0,5 µg 
IgA/RK aufgegeben. MyIgA = unbehandeltes Myeloma IgA1, MyIgA DeS = desialyliertes Myeloma IgA1, 
MyIgA DeSG = desialyliertes, degalakosyliertes Myeloma IgA1, ohne Jac = Negativkontrolle ohne Jacalin. 
 
Bei Myeloma IgA1 wirkt sich die Sialylierung ebenso wenig auf die Bindung von Jacalin 
aus, wie bei „normalem“ IgA (Abbildung 23). Desialyliertes Myeloma IgA1 weist eine um 
lediglich 0,04 OD-Einheiten erhöhte Absorption von 0,84 auf 0,88 auf. Nach der 
Degalaktosylierung ist die Absorption um weitere 0,04 OD-Einheiten höher, als bei 
desialyiertem IgA. Daraus könnte abgeleitet werden, dass Jacalin GalNAc-Strukturen besser 
binden kann als TF-Strukturen. Bei „normalem“ IgA war der Absorptionsunterschied von 
nativem, desialyliertem und degalaktosyliertem IgA so gering, dass daraus keine Aussagen 
über die Spezifität getroffen werden konnten. Auch bei Myeloma IgA1 sind die 
Unterschiede nur sehr gering, sodass eine Schlussfolgerung daraus über die Spezifität von 
Jacalin mit Vorsicht betrachtet werden muss. 
IgG wird von Jacalin deutlich schlechter gebunden, als IgA, die durchschnittlichen 
Absorptionen sind um mehr als 50 % niedriger als bei IgA. Natives IgG zeigt mit Jacalin 
eine Absorption von ca. 0,3 OD-Einheiten (Abbildung 24). 
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 Absorption  
492 nm 
IgG 0,334 +/- 0,024 
IgG, desialyliert 0,404 +/- 0,011 
IgG, desial., degalaktosyl. 0,383 +/- 0,028 
NK ohne Anti-IgG 0,048 +/- 0,003 
NK onhe IgG 0,107 +/- 0,002 
 
 
Abbildung 24: Jacalin-Bindung an humanes IgG (Sigma-Aldrich, München).  Es wurden 0,5 µg 
IgG/Reaktionskompartiment aufgegeben. IgG = unbehandeltes IgG, DeS = desialyliertes IgG, DeSG = 
desialyliertes, degalaktosyliertes IgG, NK o. Anti-IgG = Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-IgG, 
NK o. IgG = Negativkontrolle ohne IgG. 
 
Desialyliertes IgG besitzt eine etwas höhere Absorption von 0,4. Anscheinend kann 
desialyliertes IgG besser von Jacalin gebunden werden. Degalaktosyliertes IgG hat mit 0,38 
eine nur geringfügig niedrigere Absorption als desialyliertes IgG, die terminale 
Galaktosidase-Behandlung scheint sich nicht auf die Bindung zu Jacalin auszuwirken. Es 
wurde eine β1-3,6 Galaktosidase verwendet. Da beim IgG nur N-Glykane vorkommen, die 
β1-4 verknüpfte Galaktose enthalten, sollte sich die Galaktosidase-Behandlung auch nicht 
auf den Glykosylierungsgrad des IgG auswirken. Das wird auch im ELISA bestätigt, ein 
Absorptionsunterschied von 0,02 kann durch geringe Ungenauigkeiten beim Pipettieren 
zustande kommen und unterliegt der normalen Schwankungsbreite bei Absorptionswerten.  
 
4.1.4 Abschliessende Bewertung der Spezifität der Lektine  HAA und Jacalin 
Aufgrund seiner Spezifität für drei der IgA O-Glykanstrukturen GalNAc, Galβ1,3GalNAc 
und Sialyl-Galβ1,3GalNAc kann Jacalin sehr gut genutzt werden, um IgA1 aus dem Serum 
zu isolieren. Insbesondere um IgA1 von anderen Immunglobulinen wie IgG zu trennen, das 
nicht O-glykosyliert ist, eignet es sich. Eine Aufreinigung mit Jacalin ist einfach und 
effizient. Als Werkzeug für die Detektion von untergalaktosyliertem IgA eignet sich Jacalin 
aufgrund seiner Bindungsfähigkeit an GalNAc und Galβ1,3GalNAc jedoch nicht.  
Das Helix aspersa Lektin konnte in den oben genannten Untersuchungen desialyliertes IgA 
und desialyliertes Myeloma IgA1 deutlich besser binden als sialyliertes IgA und Myeloma 
IgA1. Allerdings konnte kein oder nur ein geringer Unterschied in der Bindungsfähigkeit 
zwischen degalaktosyliertem und desialyliertem IgA oder Myeloma IgA1 beobachtet 
werden. Die Bindung von HAA an IgA konnte durch Galaktose und durch GalNAc inhibiert 
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werden. Diese Ergebnisse könnten zwar darauf hindeuten, dass HAA auch terminale 
Galaktosestrukturen binden könnte. Doch Ansätze mit enzymatisch desialyliertem und 
degalaktosyliertem IgA sind nicht absolut identisch mit dem „natürlich“ 
untergalaktosylierten IgA, das in IgAN-Patienten nachgewiesen wurde. Zum Beispiel könnte 
die Galaktosidase nicht effizient gespalten haben oder die Erkennung durch die Lektine 
behindert haben. Die Versuchsbedingungen waren also nicht optimal in dem Sinne, dass 
nicht absolut gleiche Bedingungen wie bei „natürlich untergalaktosyliertem IgA aus dem 
Serum herrschten. Daher sollten mit dem Helix aspersa Lektin Proben (Serum und aus dem 
Serum isoliertes IgA) von IgAN-Patienten und Kontrollen analysiert werden. So sollte 
untersucht werden, ob das HAA genutzt werden kann, um zwischen IgAN-Patienten und 
Kontrollen anhand der IgA-Untergalaktosylierung zu unterscheiden. Parallel dazu sollten die 
gleichen Proben mit den Antiglykan-Antikörpern untersucht werden, die zuvor auch im 
Hinblick auf ihre Spezifität analysiert werden sollten.  
 
4.1.5 Untersuchung von verschiedenen ELISA Varianten 
Neben Lektinen sollten Anti-Glykan-Antikörper zur Analyse der IgA-Glykosylierung 
verwendet werden. Diese wurden in zwei verschiedenen ELISA-Aufbauten getestet. In 
Variante 1 wurde eine Mikrotiterplatte mit Anti-IgA-Fab Fragment beschichtet, dann die 
IgA-Probe aufgegeben und mit dem Anti-Tn- oder –TF-Antikörper detektiert. In Variante 2 
wurde der Aufbau „umgedreht“: Die Mikrotiterplatte wurde mit Anti-Tn- oder –TF-
Antikörper beschichtet, dann die IgA-Probe aufgegeben und mit einem Anti-IgA-Antikörper 
detektiert. Alle nachfolgend dargestellten ELISA-Ergebnisse wurden, wenn nicht anders 
erwähnt mindestend ein bis zweimal reproduziert. Dargestellt sind Mittelwerte mit 
Standardabweichungen. 
Bei Variante 1 war die Absorption mit Werten zwischen 0,05 und 0,08 bei allen untersuchten 
IgA Mengen sehr niedrig und überstieg nicht signifikant die Werte der Negativ-Kontrollen 
ohne IgA (ca. 0,04) oder ohne Tn/TF-Antikörper  (0,06) (Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Detektion von IgA1 (Sigma-Aldrich, München, desialyliert) mit Hilfe von Antiglykan-
Antikörpern (schwarze Balken: Anti-Tn-Antikörper (GalNAc), graue Balken: Anti-TF-Antikörper 
(Galβ1,3GalNAc)). Im Aufbau der Variante 1 wurde eine Nunc MaxiSorp Mikrotiterplatte mit einem Anti-
IgA-F(ab)2-Fragment beschichtet. Es wurden 0,1, 0,25, 0,5, 1 und 5 µg IgA aufgegeben und diese mit dem 
Anti-Tn- oder Anti-TF-Antikörper detektiert. Der Anti-Tn- und –TF-Antikörper wurde mit einem Anti-Maus-
IgM-Peroxidase Konjugat detektiert. 
 
Es ist wahrscheinlich, dass die Bindungsstellen für Tn- und TF-Antikörper ganz oder 
teilweise durch das zuerst an IgA gebundene Fab-Fragment blockiert werden. Daher wurde 
der Aufbau von Variante 2 untersucht. Wie aus Abbildung 26 ersichtlich, konnte IgA im 
Sandwich-ELISA mit dem Anti-Tn-Antikörper und einem Anti-IgA-Antikörper 
nachgewiesen werden. Die Absorptionen liegen bei reinem IgA mit Werten zwischen 0,6 
und 1,0 deutlich über denen der Negativkontrolle mit Werten unter 0,2 OD-Einheiten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Detektion von IgA1 (Sigma-Aldrich, München, desialyliert) mit Hilfe von Antiglykan-
Antikörpern (schwarze Balken: Anti-Tn-Antikörper (GalNAc), graue Balken: Anti-TF-Antikörper 
(Galβ1,3GalNAc)). Im Aufbau der Variante 2 wurde eine Nunc MaxiSorp Mikrotiterplatte mit 0,1 µg/ml Anti-
Tn- und 0,002 µg/ml Anti-TF-Antikörper beschichtet, dann wurde die IgA Probe aufgegeben. IgA wurde mit 
einem Anti-IgA-Peroxidase Konjugat detektiert. Serum 1 und 2 = IgA isoliert aus Serum eines 
IgAN-Patienten (1) und einer gesunden Person (2). Es wurden je 0,5 und 1 µg IgA/Reaktionskompartiment 
aufgegeben. 
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Auch bei Serum ließen sich in diesem Versuch Absorptionen von 0,2 bis 0,4 detektieren, die 
sich ebenfalls deutlich von den Negativkontrollen unterschieden. Bei den Ansätzen mit dem 
Anti-TF-Antikörper sind nur Absorptionen bis zu 0,1 zu beobachten. Diese niedrigen 
Absorptionswerte lassen darauf schließen, dass es nicht zu einer Bindung von IgA an den 
Anti-TF-Antikörper kam. Der Anti-IgA-Antikörper bindet spezifisch die α-Kette des IgA. 
Dies ist anscheinend immer noch möglich, nachdem schon der Tn- oder TF-Antikörper die 
Glykane in der Hinge-Region gebunden hat. Der Zugang der Anti-Glykan-Antikörper zur im 
Vergleich zur α-Kette relativ kleinen Hinge-Region scheint ein kritischer Faktor bei diesem 
ELISA zu sein und ist anscheinend nur möglich, wenn noch kein anderes Molekül an IgA 
gebunden hat. Daher wurden alle weiteren Experimente mit ELISA-Varinate 2 durchgeführt. 
Der hier verwendete Anti-TF-Antikörper (MA1-21229) zeigte auch in den folgenden 
Versuchen keine zufriedenstellende Bindung an IgA, daher wurde ein zweiter Anti-TF-
Antikörper (MA1-35816) der gleichen Firma (Dianova, Hamburg) getestet. Dieser 
Antikörper (MA1-35816) zeigte eine deutlich bessere Bindung an humanes IgA1 und wurde 
in allen weiteren hier dargestellten Versuchen verwendet. 
Bei den Lektin-Versuchen hingegen spielte der Versuchsaufbau nur eine untergeordnete 
Rolle. Hier konnte IgA von den Lektinen sowohl gebunden werden, wenn es bereits durch 
Bindung eines Anti-IgA Antikörpers oder Fab-Fragments auf der Mikrotiterplatte 
immobilisiert war, als auch wenn zuerst das Lektin an die Platte gebunden wurde und dann 
die IgA-Probe aufgegeben wurde. Vermutlich spielen dabei Größe und Konformation des 
Lektins eine Rolle. HA Lektin ist ein Monomer von 79 kDa (Sigma-Aldrich, München). Es 
ist möglich dass es, obwohl nur geringfügig kleiner als das Fab-Fragment, eine günstigere 
Konformation einnimmt, die es ihm ermöglicht IgA, das schon an das Fab-Fragment 
gebunden ist, zu binden.  
 
4.1.6 Charakterisierung des Anti-Tn Antikörpers 
Um das optimale Verhältnis von Antikörper-Beschichtung und Probe (IgA) zu bestimmen, 
wurden verschiedene Konzentrationen von Anti-Tn-Antikörper und IgA zusammen 
untersucht. Man erkennt in Abbildung 27, dass die Absorption mit Zunahme der Anti-Tn-
Antikörper Konzentration sowie mit Zunahme der IgA-Menge steigt. Bei IgA Mengen von 4 
µg wurde bereits bei einer Beschichtung von 0,04 µg/ml die Detektionsgrenze des 
Fotometers erreicht. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Beschichtung der 
Mikrotiterplatten mit Tn-Antikörper von 0,04 µg/ml (entspricht einer Verdünnung von 
1:4000) gewählt und eine IgA Menge von 0,5 bis 1 µg. Bei einer Tn-Konzentration von 0,04 
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µg/ml sind fast die höchsten Unterschiede zwischen den verschiedenen IgA-Mengen 0,5, 1 
und 4 µg/Reaktionskompartiment erreicht, wobei der Antikörper in möglichst geringer 
Menge eingesetzt werden kann, was in Bezug auf die Wirtschaftlichkeit des Tests von 
Vorteil ist. Die Absorptionswerte der Beschichtungen mit 0,1 und 0,2 µg/ml unterschieden 
sich kaum von denen mit 0,04 µg/ml. Für eine Anwendung dieses Versuchsaufbaus zur 
Detektion von untergalaktosyliertem IgA war eine möglichst gute Unterscheidung geringer 
Unterschiede in der Konzentration von untergalaktosyliertem IgA von größter Bedeutung. 
Man erkennt in Abbildung 25 auch, dass bei allen Beschichtungskonzentrationen bei der 
gewählten IgA-Menge von 0,5 bis 1 µg noch keine Sättigung erreicht ist und die Absorption 
durch weitere Erhöhung der IgA-Konzentration noch gesteigert werden konnte. Dies war 
beabsichtigt, denn es wurde „normal glykosyliertes“ IgA zum Test verwendet. Bei 
untergalaktosyliertem IgA konnte davon ausgegangen werden, das eine größere Menge an 
IgA gebunden wird, daher musste es noch möglich sein, dass mehr IgA an den Antikörper 
binden konnte. 
 
Abbildung  27: Bestimmung der optimalen Tn-Antikörper Beschichtung und IgA-Menge. Eine Nunc 
MaxiSorp Platte wurde mit dem Anti-Tn Antikörper in Konzentrationen von 0,005 bis 0,2 µg/ml (entspricht 
Verdünnungen von 1:10.000 bis 1:100) beschichtet. Es wurden 0,5, 1 und 4 µg desialyliertes IgA (Sigma-
Aldrich)/Reaktionskompartiment aufgegeben. 
 
Der Tn-Antikörper sollte spezifisch GalNAc (GalNAc-α-Ser/Thr) binden (Dianova, 
Hamburg, keine Referenzen).  Da ein Großteil der O-Glykane des IgA sialyliert vorliegt, 
(Allen et al., 1999) musste untersucht werden, inwiefern die Sialylierung die Erkennung von 
GalNAc durch den Anti-Tn-Antikörper stört. Man erkennt in Abbildung 28, dass die 
Absorption des desialylierten IgAs mit 0,463 etwas höher ist, als die des sialylierten mit 
0
0.5
1
1.5
2
2.5
3
0 1 2 3 4 5
Ab
so
rp
tio
n
 
49
2 
n
m
Menge IgA/Reaktionskompartiment [µg]
0,005 µg/ml Anti-Tn
0,01 µg/ml
0,02 µg/ml
0,04 µg/ml
0,1 µg/ml
0,2 µg/ml
Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
110 
 
0,406. Der Unterschied beträgt hier etwa 15 % und dieses Ergebnis konnte in nachfolgenden 
Versuchen reproduziert werden. Daraus ist zu schließen, dass beim desialylierten IgA 
deutlich mehr freie GalNAc-Epitope vorliegen, die vom Anti-Tn-Antikörper erkannt werden 
und es so besser gebunden wird. Daher wurde IgA für alle nachfolgenden Versuche 
desialyliert. Es konnte hier aber nicht festgestellt werden, ob der Tn-Antikörper auch 
sialylierte GalNAc-Strukturen erkennt und diese nur schlechter bindet, als freie, nicht 
sialylierte. 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
Abbildung  28: Einfluss der Sialylierung und Galaktosylierung von IgA auf die Anti-Tn Antikörper 
Bindung. Es wurden 0,5 µg IgA/RK auf die Platte gegeben. Bei allen Proben wurde hier IgA von Sigma-
Aldrich, München  verwendet. IgA = unbehandeltes IgA, DeS = desialyliertes IgA, DeSG = desialyliertes, 
degalaktosyliertes IgA, ohne Tn = Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-Tn-Antikörper. 
 
Aus Abbildung 28 ist aber auch ersichtlich, dass desialyliertes, degalaktosyliertes IgA 
(DeSG) eine niedrigere Absorption aufweist (0,416), als desialyliertes IgA (0,463). Bei 
degalaktosyliertem IgA sollte durch das Entfernen der Galaktose eine höhere Anzahl freier 
GalNAc-Epitope vorliegen, als bei desialyliertem IgA. Deshalb sollte der Anti-Tn-
Antikörper besser binden können. Da dies nicht der Fall ist, lässt dieses Ergebnis Zweifel an 
der Spezifität des Tn-Antikörpers aufkommen. Die Galβ1,3-GalNAc-Struktur, das T-
Antigen, sollte vom Tn-Antikörper nicht erkannt werden. 
Möglich wäre aber auch, das etwas die Antikörperbindung inhibiert, zum Beispiel, dass die 
noch im Ansatz vorhandene Galaktosidase die Antikörperbindung behindert. Denkbar wäre 
auch, dass durch eine unvollständige Reaktion der Galaktosidase nur ein Bruchteil aller 
Galaktosereste abgespalten wurden.  
 
Um die Spezifität des Tn-Antikörpers weiter zu untersuchen, wurde versucht, die Bindung 
des Tn-Antikörpers an IgA mit verschiedenen Zuckermolekülen zu inhibieren (Abb. 29). Es 
wurde GalNAc eingesetzt, für das der Tn-Antikörper spezifisch ist und Galaktose, welche 
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sich nicht auf die Antikörperbindung auswirken sollte. In Abbildung 29 erkennt man, dass 
bei GalNAc mit zunehmender Zuckerkonzentration die Absorption sinkt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 29: Inhibierung der Anti-Tn-IgA Interaktion durch Galaktose- und GalNAc. Es wurden 0,5 
µg desialyliertes IgA/RK aufgegeben. 
 
Bei einer GalNAc-Konzentration von 50 mM ist die Absorption um etwa 48% reduziert. In 
Anwesenheit von Galaktose kann auch eine niedrigere Absorption im Vergleich zum Wert 
ohne Zucker beobachtet werden. Allerdings schwanken die Werte hier und es ist keine 
konzentrationsabhängige Abnahme der Absorption und damit der Antikörperbindung zu 
beobachten. Aufgrund dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass der Tn-Antikörper 
auch Galaktose binden kann. Galaktose und GalNAc haben ähnliche Strukturen und 
unterscheiden sich nur in einer N-Acetylamingruppe an C2. Das heißt aber nicht 
zwangsläufig, dass der Anti-Tn Antikörper auch das Disaccharid Galβ1,3GalNAc, die TF-
Struktur binden kann. Dieses Disaccharid stand für Inhibierungsstudien leider nicht zur 
Verfügung.  
Wie schon bei „normalem“ IgA beobachtet, zeigte desialyliertes Myeloma IgA1 eine höhere 
Absorption (0,338) als natives Myeloma IgA1 (0,232). Desialyliertes Myeloma IgA kann 
also besser vom Anti-Tn-Antikörper gebunden werden (Abb. 30). Durch Entfernung der 
terminalen Sialinsäuremoleküle können Tn-Strukturen freigelegt werden, die dann vermehrt 
für eine Bindung durch den Anti-Tn-Antikörper zur Verfügung stehen, was sich anscheinend 
in einer erhöhten Bindungsfähigkeit und damit höheren Absorption wiederspeigelt. 
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Abbildung  30: Bindung des Anti-Tn-Antikörpers an Myeloma IgA. Es wurden 0,5 µg Myeloma-IgA1 
(Calbiochem, Darmstadt)/RK aufgegeben. MyIgA = unbehandeltes Myeloma IgA1, MyIgA DeS = 
desialyliertes Myeloma IgA1, MyIgA DeSG = desialyiertes, degalaktosyliertes Myeloma IgA1, ohne Tn = 
Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-Tn Antikörper. 
 
Allerdings kann desialyliertes, degalaktosyliertes Myeloma IgA weniger gut vom Anti-Tn-
Antikörper gebunden werden. Die Absorption ist hier um ca. 0,1 OD-Einheiten kleiner als 
bei desialyliertem IgA. Das gleicht zwar den Ergebnissen mit „normalem IgA (siehe oben), 
ist aber überraschend, da bei desialyliertem, degalaktosyliertem IgA theoretisch noch mehr 
GalNAc-Epitope für eine Bindung mit dem Anti-Tn-Antikörper zur Verfügung stehen 
sollten, als bei desialyliertem IgA. 
 Eine O-Glykosylierung von IgG konnte bislang nicht nachgewiesen werden. Die N-Glykane 
von IgG besitzen keine endständigen GalNAc-Strukturen und sind erst nach Behandlung mit 
einem reduzierenden Agens frei zugänglich. Deshalb sollte IgG nicht vom Anti-Tn-
Antikörper erkannt werden. Man erkennt in Abbildung 31, dass IgG vom Tn-Antikörper 
gebunden wird. Natives IgG weist eine Absorption von 1,2 auf. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31: Bindung des Anti-Tn-Antikörpers an humanes IgG (Sigma-Aldrich, München). Es wurden 
0,5 µg IgG/RK aufgegeben. 
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Die Glykosylierung des IgG hat allerdings nur geringen Einfluss auf die Bindung, Sie ändert 
sich bei desialyliertem und desialyliertem, degalaktosyliertem IgG nur sehr wenig, sie sinkt 
um jeweils 0,05 OD-Einheiten. Die Degalaktosylierung sollte keinen Einfluss auf die Tn-
Bindung haben, da eine β1,3 Galaktosidase verwendet wurde und β1,3 verknüpfte Galaktose 
bei den N-Glykanen des IgG nicht vorkommt. Da die vorhergehenden Experimente Zweifel 
an der Spezifität des Antikörpers aufkommen ließen, kann auch hier vermutet werden, dass 
der Anti-Tn-Antikörper unspezifisch an unbekannte Epitope des IgG binden kann. Bei IgG 
kommt Galaktose als terminaler Zucker in den N-Glykanen vor. Allerdings liegen die N-
Glykane des IgG zwischen den beiden schweren Ketten und sind wahrscheinlich erst nach 
Reduzierung für einen Antikörper zugänglich.  
  
4.1.7 Charakterisierung des Anti-TF Antikörpers 
Auch für den Anti-TF Antikörper wurde das optimale Verhältnis von Antikörper-
Beschichtung und Probenmenge (IgA-Menge) bestimmt. Auch hier nimmt die Absorption 
mit Zuhname der IgA-Menge und der Beschichtungskonzentration zu. Für diesen Test wurde 
für die weiteren Experimente eine IgA-Menge von 0,5-1 µg/Reaktionskompartiment gewählt 
und eine Anti-TF-Antikörper-Beschichtung von 0,13 µg/ml (Verdünnung 1:1000). Auch hier 
ist bei einer Beschichtung mit 0,13 µg/ml ein großer Unterschied in der Absorption zwischen 
IgA-Mengen von 0,5 und 1 µg/Vertiefung bei einem wirtschaftlichen Verdünnungsfaktor 
erreicht (Abbildung 32).  
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Hier, wie auch beim Tn-Antikörper und allen weiteren in dieser Arbeit durchgeführten 
ELISAs beziehen sich die angegebenen Konzentrationen der Beschichtung auf die 
Konzentration in der Antikörper-Lösung, die zur Beschichtung auf die Platte aufgegeben 
wurde. Welche Menge an Antikörper davon an die Platte binden konnte, wurde nicht 
bestimmt. 
 
Abbildung 32: Bestimmung der optimalen TF-Antikörper Beschichtung und IgA-Menge. Eine Nunc 
MaxiSorp Platte wurde mit 0,0042 bis 2,6 µg/ml Anti-TF-Antikörper beschichtet, das entspricht Verdünnungen 
von 1:32000 bis 1:50. Es wurden 0,1, 0,5 und 1 µg desiayliertes IgA (Sigma-Aldrich, München) aufgegeben. 
 
 
Auch für die Bindung des TF-Antikörpers sollte der Einfluss der Sialylierung und der 
Galaktosylierung von IgA untersucht werden.  
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Man erkennt in Abbildung 33, dass desialyliertes IgA eine niedrigere Absorption aufweist, 
als unbehandeltes (sialyliertes). Das hieße, dass der TF-Antikörper sialyliertes IgA besser 
binden kann, als desialyliertes. Aufgrund der Spezifität für die TF-Struktur 
(Galβ1,3GalNAc) sollte der Antikörper aber desialyliertes IgA sehr viel besser binden 
können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  33: Einfluss der Sialylierung und Galaktosylierung von IgA auf die TF-Bindung. Es wurden 
0,5 µg IgA (Sigma-Aldrich)/RK aufgegeben. IgA = unbehandeltes IgA, IgA DeS = desialyliertes IgA, IgA 
DeSG = desialyliertes, degalaktosyliertes IgA, ohne TF = Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-TF 
Antikörper.  
 
  Bei degalaktosyliertem IgA liegt eine nur geringfügig niedrigere Absorption vor, als bei 
desialyliertem IgA. Dieses Ergebnis bestätigt dagegen die Spezifität des Antikörpers, da 
degalaktosyliertes IgA nur noch GalNAc-Strukturen tragen sollte, die vom TF-Antikörper 
nicht erkannt werden sollen. Dass degalaktosyliertes IgA trotzdem vom TF-Antikörper 
gebunden wurde, kann entweder daran liegen, dass nicht alle IgA-Moleküle vollständig 
degalaktosyliert wurden oder dass der TF-Antikörper auch Tn-Strukturen binden kann. Es ist 
aber auch vorstellbar, dass die noch im Ansatz vorhandene Sialidase oder Galaktosidase die 
Bindung des Antikörpers an IgA behinderte, und deshalb niedrigere Absorptionen 
beobachtet wurden.  
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Die Bindung des TF-Antikörpers an IgA wurde auch in Anwesenheit von verschiedenen 
Zuckermolekülen analysiert. Aus Abbildung 34 wird deutlich, dass die Absorption in 
Anwesenheit von Galaktose und GalNAc wesentlich niedriger ist als ohne Zucker. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  34: Inhibierung der Anti-TF Bindung an IgA durch verschiedene Zucker. Es wurden 0,5 µg 
desialyliertes IgA (Sigma-Aldrich)/RK aufgegeben. 
 
Allerdings ist die Absorption bei geringeren Zuckerkonzentrationen niedriger, als bei hohen. 
Bei einem inhibierenden Effekt sollte die Absorption mit steigender Zuckerkonzentration 
sinken. Auch sieht man keinen eindeutigen Unterschied in der Spezifität für Galaktose oder 
GalNAc. Bei einer Konzentration von 50 mM ist die Absorption mit GalNAc niedriger 
(0,089 gegenüber 0,211), bei 500 mM ist die Absorption mit Galaktose niedriger (0,449 
gegenüber 0,605). Aus diesen Ergebnissen kann man schließen, dass sich sowohl Galaktose 
und GalNAc auf die Bindung des TF-Antikörpers an IgA auswirken. Eine eindeutige 
Spezifiät für die TF- Struktur kann durch diese Ergebnisse aber nicht bestätigt werden. 
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Der Anti-TF-Antikörper kann desialyliertes Myeloma IgA1 besser binden, als natives 
Myeloma IgA. Die Absorption erhöht sich gegenüber dem nativen Myeloma IgA1 um 0,36 
OD-Einheiten auf fast den doppelten Absorptionswert (Abbildung 35). 
 
Abbildung 35: Bindung des Anti-TF-Antikörpers an Myeloma IgA. Es wurden 0,5 µg Myeloma IgA1 
(Calbiochem, Darmstadt)/RK aufgegeben. MyIgA = unbehandeltes Myeloma IgA1, MyIgA DeS = 
desialyliertes Myeloma IgA1, MyIgA DeSG = desialyliertes, degalaktosyliertes Myeloma IgA1, ohne TF = 
Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-TF Antikörper. 
 
Desialyliertes degalaktosyliertes Myeloma IgA weist eine niedrigere Absorption auf, als 
desialyliertes Myeloma IgA. Dies bestätigt die Theorie, dass durch die Entfernung der 
terminalen Galaktose weniger Bindungsstellen für den Anti-TF-Antikörper zur Verfügung 
stehen und somit weniger IgA-Moleküle in der Mikrotiterplatte gebunden werden können.  
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Ohne TF 0,047 +/- 0,001 
 
 
 
Abbildung  36: Bindung des Anti-TF-Antikörpers an humanes IgG. Es wurden 0,5 µg IgG (Sigma-Aldrich, 
München)/RK aufgegeben. IgG = unbehandeltes IgG, IgG DeS = desialyliertes IgG, IgG DeSG = 
desialyliertes, degalaktosyliertes IgG, ohne TF = Negativkontrolle ohne Beschichtung mit Anti-TF Antikörper. 
 
Der Anti-TF-Antikörper bindet nur sehr schwach an IgG, was sich in einer niedrigen 
Absorption von ca. 0,2 äußert (Abbildung 36). Die Absorption ist niedriger als bei IgA mit 
0,35. Die Sialylierung und Galaktosylierung wirkte sich nicht stark auf die Absorptionswerte 
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aus. Die Absorption steigt nach Desialylierung von 0,217 auf 0,220 an. Nach 
Degalaktosylierung war die Absorption um 0,02 auf 0,200 reduziert im Vergleich zu 
desialyliertem IgG. Diese Ergebnisse entsprechen tendentiell den aufgrund der 
Antikörperspezifität erwarteten Werten. Die Absorptionsunterschiede sind jedoch so gering, 
dass sie innerhalb der natürlichen Schwankungsbreite der ELISA-Bestimmungen liegen und 
daher nicht signifikant unterschiedlich sind. Deshalb kann aus diesen Ergebnissen kein 
Rückschluss auf die Spezifität des TF-Antikörpers gezogen werden. Aber es scheint, dass 
IgG, welches ja keine O-Glykane hat, auch nur schwach vom Anti-TF Antikörper erkannt 
wird. Daher kann davon ausgegangen werden, dass IgG im Serum oder als Kontamination in 
isoliertem IgA die Ergebnisse nicht verfälscht.  
 
4.1.8 Abschliessende Bewertung der Spezifität des Anti-Tn und Anti-TF 
Antikörpers 
Aus der Literatur sind bisher keine Charakterisierungen dieser Antikörper im Hinblick auf 
ihre Bindungseigenschaften zu IgA bekannt. Eine eindeutige Spezifität des Tn-Antikörpers 
für GalNAc konnte in diesen Untersuchungen nicht bestätigt werden. Der Antikörper konnte 
desialylierte Strukturen besser binden, als sialylierte, was den Erwartungen entsprach. 
Allerdings konnte die Bindung des Antikörpers an IgA sowohl durch GalNAc, als auch 
durch Galaktose inhibiert werden. Als Glykan auf IgA findet man aber das Disaccharid 
Galβ1,3GalNAc, dass für Inhibitionsstudien nicht zur Verfügung stand. Die Inhibierug durch 
Galaktose kann zwar ein Hinweis sein, dass der Anti-Tn-Antikörper mit Galaktose 
wechselwirken kann, kann aber nicht nachweisen, dass dieser auch dass Disaccharid 
Galβ1,3GalNAc auf IgA1 tatsächlich bindet. Ebenso konnte der Antikörper entgegen den 
Erwartungen degalaktosyliertes IgA nicht besser binden, was aber nicht zwangsläufig an 
mangelnder Spezifität liegen muss. Auch eine ineffiziente Aktivität oder ein Stören der 
Galaktosidase könnte für dieses Ergebnis verantwortlich sein. Im Serum oder bei IgA, das 
aus dem Serum isoliert wurde, liegen etwas andere Voraussetzungen vor, als bei den in vitro 
deglykosylierten Proben, daher könnten die Bindungseigenschaften der Antikörper etwas 
anders sein. Um die Tauglichkeit des Anti-Tn-Antikörpers für die Unterscheidung zwischen 
untergalaktosylierten IgA-Proben von IgAN-Patienten und normal galaktosylierten IgA-
Proben von Kontrollen zu analysieren, wurde daher ein Kollektiv von 35 Proben (aus dem 
Serum isoliertes IgA) von IgAN-Patienten und Kontrollen mit dem Antikörper untersucht. 
Der TF-Antikörper zeigte keine ausschließliche Spezifität für das TF-Antigen. Der Anti-TF 
Antikörper konnte „normales“ IgA nach Desialylierung schlechter binden, Myeloma IgA1 
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aber besser. Degalaktosyliertes IgA konnte fast genauso stark gebunden werden, wie 
desialyliertes. Degalaktosyliertes Myeloma IgA wurde aber deutlich schwächer gebunden, 
als desialyliertes Myeloma IgA. Die Ergebnisse mit Myeloma IgA bestätigen die erwartete 
Spezifität des Anti-TF-Antikörpers, während die Ergebnisse mit „normalem“ IgA nicht 
eindeutig sind. Bei Myeloma IgA sind die Glykane ausschliesslich auf Serin lokalisiert. 
Vielecht wirkt sich die Tatsache, wie sehr die Glykane in räumlicher Nähe stehen, auf die 
Bindung aus. Auch hier muss beachtet werden, dass die enzymatisch modifizierten IgA-
Moleküle nicht absolut identisch mit „natürlich unterglykosyliertem“ IgA sind. Es konnte 
zum Beispiel nicht quantifiziert werden, wie viel Galaktose tatsächlich entfernt wurde. Auch 
ist nicht bekannt ob unbekannte Faktoren, zum Beispiel die noch in der Probe vorhandene 
Galaktosidase die Bindung des Antikörpers zum IgA stören. Daher sollte auch der TF-
Antikörper unter „natürlichen“ Bedingungen getestet werden: Um die Tauglichkeit des Anti-
TF Antikörpers zur Unterscheidung zwischen IgA und untergalaktosyliertem IgA von IgAN-
Patienten zu untersuchen, wurden ebenfalls 35 Proben (aus dem Serum isoliertes IgA) von 
IgAN-Patienten und Kontrollen untersucht.   
 
4.1.9 Lektin- und Antikörper-Bindung an Serum-IgA und isoliertes IgA 
Die Proteinkonzentration im Serum ist sehr hoch. Deshalb sollte das Bindungsverhalten von 
IgA im Serum und von reinem IgA verglichen werden und damit untersucht werden, ob die 
hohe Proteinkonzentration oder andere unbekannte Faktoren im Serum die Erkennung des 
IgA durch die Antikörper oder Lektine beeinflussen. Dazu wurde IgA aus dem Serum von 
IgAN-Patienten und Kontrollen, aus dem Serum isoliertes IgA der gleichen Personen und 
reines, kommerziell erhältliches IgA (Sigma-Aldrich, München) verwendet (Abbildung 37). 
Die Ergebnisse sind der Übersicht wegen exemplarisch für einen IgAN-Patienten dargestellt, 
die anderen Proben zeigten qualitativ  gleiche Ergebnisse. Der Anti-Tn Antikörper zeigte die 
höchste Absorption an reines IgA von Sigma-Aldrich (0,639, Abbildung 37). Etwas 
niedriger war die Absorption bei aus dem Serum isoliertem IgA (0,568). Die niedrigste 
Absorption wurde bei Serum gemessen (0,309). Der Anti-Tn Antikörper konnte also am 
besten an reines IgA (Sigma-Aldrich, München) und an isoliertes IgA binden. Die Bindung 
von IgA im Serum war deutlich schwächer. Der Anti-TF Antikörper zeigte die höchste 
Absorption mit aus dem Serum isoliertem IgA (0,47). Die Bindung an reines IgA war nicht 
ganz so stark, die Absorption betrug nur 0,362. Auch der Anti-TF Antikörper konnte an 
Serum-IgA am wenigsten binden, hier betrug die Absorption im Durchschnitt nur 0,177. Das 
HA-Lektin zeigte die gleichen Bindungseigenschaften wie der Anti-Tn Antikörper. Auch das 
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HA Lektin zeigte die höchste Absorption mit reinem IgA (Sigma-Aldrich, München) 
(0,545). Bei aus dem Serum isoliertem IgA war die Absorption etwas geringer (0,431). Die 
niedrigste Absorption wurde auch hier mit Serum gemessen (0,177). Auch das HA-Lektin 
konnte also am Besten an reines und isoliertes IgA binden, weniger gut an IgA im Serum.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37: Bindung des Anti-Tn Antikörpers, Anti-TF Antikörpers und des Helix aspersa Lektins an 
IgA im Serum, aus dem Serum isoliertes IgA (über Jacalin, Kapitel 3.3) und reines IgA (Sigma-Aldrich, 
München). Es wurden 0,5 µg IgA/Reaktionskompartiment aufgetragen. Die Beschichtung mit Anti-Tn und 
Anti-TF Antikörper betrug 0,05 µg/ml bzw. 0,13 µg/ml. Für die Detektion mit dem HA-Lektin wurde eine 
Nunc Polysorp-Platte (Nunc, Dänemark) mit F(ab) Anti-IgA (1,3 µg/ml) beschichtet, das Lektin wurde in einer 
Konzentration von 1µg/ml aufgegeben. 
 
Da reines IgA besser von den Antikörpern und dem Lektin gebunden werden konnte, wurde 
für die folgende Analyse von 40 Serumproben von IgAN-Patienten und Kontrollen IgA aus 
dem Serum aufgereinigt. Dies geschah über eine Jacalinsäule. Jacalin zeigte in den 
vorangegangenen Untersuchungen eine starke Bindung an verschiedene Glykanformen des 
IgA (Tn, TF und Sialyl-TF Antigen).  Zur Kontrolle sollten die Untersuchungen mit dem 
Helix aspersa Lektin mit aus dem Serum isoliertem IgA und mit Serum durchgeführt 
werden. Für all diese Untersuchungen musste vorher die IgA Konzentration der Proben 
bestimmt werden. 
 
4.2 IgA Konzentrationsbestimmung  
Die Unterscheidung von IgAN-Patienten und Kontrollen sollte in dieser Arbeit durch die 
Detektion von untergalaktosyliertem IgA1 erfolgen, das, wie bereits durch eine Reihe von 
Untersuchungen bestätigt wurde (Allen et al., 1999, Oortwijn et al., 2006, Moldoveanu et al., 
2007), bei IgAN-Patienten in erhöhter Konzentration im Serum zu finden ist. Dazu war es 
notwendig, die IgA-Konzentration exakt zu bestimmen, damit in jeder Probe der 
Galaktosegehalt einer gleich großen Menge an IgA verglichen werden konnte. Andernfalls 
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würden unterschiedliche IgA-Konzentrationen das Ergebnis verfälschen. So würde zum 
Beispiel eine Probe mit einer geringen IgA-Konzentration naturgemäß einen geringeren 
Anteil an Galaktose enthalten, als eine Probe mit einer hohen IgA-Konzentration und könnte 
so fälschlicherweise als Probe eines IgAN-Patienten identifiziert werden. Um solche Fehler 
zu vermeiden, war es unerlässlich in allen untersuchten Proben die IgA-Konzentration genau 
zu bestimmen. Dafür wurden, je nach Probe  (Serum oder aus dem Serum isoliertes IgA) 
unterschiedliche Methoden angewendet.  
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4.2.1 IgA1-Konzentrationsbestimmung im Serum 
Die Ergebnisse der IgA-Konzentrationsbestimmung per Nephelometrie zeigten große 
Übereinstimmung mit den Werten der ELISA-Bestimmung. Bei 7 Proben traten noch 
tolerierbare Abweichungen zwischen 15 und 20 % auf. Die Proben mit abweichenden 
Werten stammen aus 5 verschiedenen Gruppen (Tabelle30). 
Tabelle 30:  IgA1-Konzentrationen im Serum von IgAN-Patienten und Kontrollgruppen  
40 Serumproben, Vergleich zwischen Nephelometrie und ELISA. Die Abweichungen der Ergebnisse sind in % 
dargestellt. Fette Ziffern bedeuten eine negative Abweichung der ELISA-Werte (die gemessenen 
Konzentrationen sind hier niedriger als die Nephelometrie-Werte), schwarze Ziffern bedeuten eine positive 
Abweichung der ELISA-Werte (die gemessenen Konzentrationen sind hier höher). Weiße Kästchen weisen auf 
eine Abweichung von <15% hin, graue auf eine von 15-20% und schwarze auf eine von >20%. 
        Methode       
  
  Nephelometrie ELISA   
  
Probe Konzentration Konzentration ELISA/ 
  
  
Nr. [mg/ml] [mg/ml] Nephelometrie Abweichung [%] 
  
1 0,65 0,65 100,0% 0,0 
  
2 2,06 1,74 84,5% 15,5 
  
3 1,21 1,15 95,0% 5,0 
  
4 1,53 1,58 103,3% 3,2 
  
5 2,17 1,80 82,9% 17,1 
  
6 2,61 2,81 107,7% 7,1 
  
7 0,12 0,11 91,7% 8,3 
  
8 3,84 4,30 112,0% 10,7 
  
9 1,80 1,57 87,2% 12,8 
  
10 1,29 1,33 103,1% 3,0 
  
11 0,73 0,82 112,3% 11,0 
  
12 3,04 2,51 82,6% 17,4 
  
13 2,38 4,30 180,7% 44,7 
  
14 3,59 4,01 111,7% 10,5 
  
15 2,62 3,08 117,6% 14,9 
  
16 1,18 1,32 111,9% 10,6 
  
17 2,76 3,11 112,7% 11,3 
  
18 1,87 1,83 97,9% 2,1 
  
19 4,57 3,95 86,4% 13,6 
  
20 2,03 2,11 103,9% 3,8 
  
21 2,51 2,65 105,6% 5,3 
  
22 1,55 1,44 92,9% 7,1 
  
23 2,54 1,86 73,2% 26,8 
  
24 1,01 1,00 99,0% 1,0 
  
25 5,40 8,78 162,6% 38,5 
  
26 0,99 0,90 90,9% 9,1 
  
27 1,83 2,18 119,1% 16,1 
  
28 3,86 3,16 81,9% 18,1 
  
29 1,94 1,83 94,3% 5,7 
  
30 1,88 1,98 105,3% 5,1 
  
31 5,34 6,42 120,2% 16,8 
  
32 2,42 2,43 100,4% 0,4 
  
33 2,15 1,88 87,4% 12,6 
  
34 2,08 2,14 102,9% 2,8 
  
35 1,87 2,32 124,1% 19,4 
  
36 1,65 1,59 96,4% 3,6 
  
37 1,39 1,56 112,2% 10,9 
  
38 3,13 2,68 85,6% 14,4 
  
39 2,59 3,54 136,7% 26,8 
  
40 1,52 1,80 118,4% 15,6 
  
Lediglich bei drei Proben treten große Abweichungen über 25 % auf. Zwei der drei Proben 
stammten von IgAN-Patienten, eine von einer gesunden Person. Aufgrund der Tatsache, dass 
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bei IgAN Immunkomplexe im Serum auftreten, kann es zu Fehlern bei der 
nephelometrischen IgA-Bestimmung kommen. Immunkomplexe können Streulicht erzeugen 
und dadurch die Messung in nicht bestimmbarem Ausmaß verfälschen. Von den hier 
untersuchten acht IgAN-Proben zeigen dennoch nur zwei große Abweichungen zwischen 
ELISA- und Nephelometrie-Ergebnissen, eine weitere eine Abweichung von 15-20%. Die 
große Übereinstimmung bei der Mehrzahl der Proben zeigt, dass beide Methoden im 
Allgemeinen eine zuverlässige IgA-Konzentrationsbestimmung ermöglichen.  
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4.2.2 Konzentrationsbestimmung von isoliertem IgA mittels ELISA 
Die Menge an isoliertem IgA war nicht ausreichend groß für eine nephelometrische 
Untersuchung, daher wurde die IgA-Konzentration in aus dem Serum isolierten IgA-
Fraktionen per ELISA bestimmt.  
Tabelle 31:  Konzentrationsbestimmung von isoliertem IgA 
Probe Nr. IgA-Konzentration [ng/µl] Volumen [µl] 
1 41,74 400 
2 43,63 400 
3 39,44 400 
4 41,10 400 
5 41,66 400 
9 37,70 400 
10 40,39 400 
11 32,24 400 
12 45,37 400 
13 42,92 400 
14 44,50 400 
15 41,50 400 
16 30,42 400 
17 43,79 400 
18 32,16 400 
19 45,14 400 
20 33,35 400 
22 38,49 400 
23 38,25 400 
24 28,05 400 
25 42,05 400 
26 37,31 400 
27 43,16 400 
28 38,97 400 
30 42,45 400 
31 37,54 400 
32 38,10 400 
33 37,62 400 
34 30,03 400 
35 21,64 400 
36 36,67 400 
37 36,12 400 
38 38,41 400 
39 41,97 400 
40 29,63 400 
 
Wie aus Tabelle 31 ersichtlich wurde nur aus 35 Proben IgA isoliert. Von den anderen 5 
Proben war entweder nicht genug Material für eine Aufreinigung vorhanden oder die 
Zusammensetzung und Konsistenz der Proben war für eine Aufreinigung ungünstig. Die 
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Konzentrationen lagen zwischen 21,64 und 45,37 ng/µl. Nicht alle Proben mit einer hohen 
Gesamt-IgA-Konzentration zeigten auch eine höhere Bindungsfähigkeit an die Lektine. Es 
konnte also keine Korrelation zwischen der Gesamt-IgA1-Konzentration und der 
Bindungsstärke zu Antikörpern oder Lektinen festgestellt werden. Daraus ist zu schließen, 
dass in einigen Proben der Anteil an untergalaktosyliertem IgA größer ist, als in anderen, 
was aber an der Gesamt-IgA-Konzentration nicht zu sehen ist. Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit verblindeten Proben.  
 
4.3 Analyse der Glykosylierung von 40 IgA Proben von IgAN-Patienten 
und Kontrollgruppen 
Um zu testen, ob die entwickelten ELISA-Verfahren sich für die Detektion von 
untergalaktosyliertem IgA1 eigneten und Anwendung in der IgAN-Diagnostik finden 
konnten wurden 35-40 verblindete Proben von IgAN-Patienten und Kontrollen mit diesen 
Methoden untersucht. Die Kontrollen bestanden aus einer Gruppe von gesunden Menschen, 
einer Gruppe von Personen mit Diabetes mellitus (DM), einer Gruppe mit Vasculitis, einer 
Gruppe mit Membranöser Glomerulonephritis (MN) und einer Gruppe mit Fokaler 
segmentaler Glomerulosklerose (FSGS). Diabetes mellitus ist eine weitere 
Autoimmunerkankung, bei der durch einen komplexen Prozess von Autoimmunreaktionen 
β-Zellen des Pankreas zerstört werden, die Insulin produzieren (Krause et al., 2009, Yoon 
und Jun, 2001). Membranöse Nephropathie (MN) manifestiert sich durch subepitheliale 
Ablagerungen von Immunglobulinen, hauptsächlich IgG, in den Kapillarwänden der 
Glomeruli (Stokes und Alpers, 1998).   FSGS (Fokale segmentale Glomerulosklerose) ist 
wie IgAN eine Nierenerkrankung. Charakterisiert ist  FSGS durch Vorliegen eines 
nephrotischen Syndroms, nicht-selektiver Proteinurie, mikroskopischer Hämaturie, von 
hohem Blutdruck und variablen Stadien einer Niereninsuffizienz (Taheri et al., 2009). Bei 
renaler Vasculitis der kleinen Gefäße beobachtet man segmentale oder halbmondförmige 
nekrotisierende Glomerulonephritis. Trotz hoher Konzentrationen an zirkulierenden 
Immunkomplexen konnten frühe Untersuchungen keine Ablagerungen von 
Immunglobulinen oder Komplement-Komplexen nachweisen. Von keiner der 
Kontrollgruppen ist eine Untergalaktosylierung von IgA1 berichtet. 
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4.3.1 Analyse der Glykosylierung der 40 Serumproben mit Lektinen  
Nachdem die Antikörper und Lektine im Hinblick auf ihre Bindungseigenschaften und 
Spezifität charakterisiert worden waren, sollte IgA aus Serumproben von dem Kollektiv aus 
40 Personen untersucht werden. So sollte analysiert werden, ob der Testaufbau zur Detektion 
von untergalaktosyliertem IgA von IgAN-Patienten geeignet ist, und ob der Test in größeren 
Untersuchungsreihen zur Diagnose von IgAN anwendbar ist. Alle Untersuchungen an den 
Proben wurden verblindet durchgeführt. Dass HA Lektin IgA1 binden kann, ist eine 
allgemein akzeptierte Tatsache. Von vielen Gruppen wurde bereits berichtet, dass HA Lektin 
eine erhöhte Bindungsfähigkeit zu IgA von IgAN-Patienten besitzt (Allen, et al., 1999, 
Smith et al., 2006b, Moldoveanu et al., 2007).  Trotzdem zeigen nicht alle Proben von IgAN-
Patienten eine erhöhte Bindung im Vergleich zu IgA von gesunden Personen. Das machte 
bisher einen Einsatz als Diagnostikmethode für IgAN unmöglich. Bislang wurden in 
Veröffentlichungen (Allen et al., 1999, Oortwijn et al., 2006, Moldoveanu et al., 2007) nur 
Unterschiede in der durchschnittlichen Absorption eines großen Probenkollektivs gezeigt, 
nicht aber beim Vergleich von jeder einzelnen Serum-Probe. Zur Reproduzierbarkeit gibt es 
keine Angaben. Den nach bestem Wissen bislang größten Unterschied in der Absorption von 
Kontrollen und IgAN Proben zeigten Moldoveanu und Mitarbeiter (Moldoveanu et al., 
2007). Trotzdem eignet sich die von Moldoveanu angewendete Analysemethode nach 
Aussage der Autoren in der bestehenden Form und Sensitivität nicht für die Diagnose von 
IgAN. In dieser Arbeit wurde zunächst ein ähnlicher Versuchsaufbau analysiert, in dem die 
Glykosylierung von desialyliertem Serum-IgA von IgAN-Patienten und Kontrollen mit dem 
Lektin Helix aspersa Agglutinin untersucht wurde. Ein Test mit Jacalin diente als Kontrolle. 
Für eine exakte Analyse wurde der Test auf eine IgA-Menge von 0,5 µg/Probe 
standardisiert. Desweiteren sollte die Glykosylierung der 4 anderen Kontrollgruppen 
untersucht werden, von denen bisher keine Glykosylierungsunterschiede wie bei IgAN 
bekannt sind. 
Die Absorptionswerte bei der Detektion mit HAA im Serum liegen insgesamt sehr niedrig, 
zwischen 0,01 und 0,18 OD-Einheiten (Abbildung 38). Dementsprechend sind auch keine 
großen Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Absorption verschiedener Gruppen 
erkennbar. Die Mittelwerte der IgAN- und der gesunden Kontrollgruppe sind mit 0,072 
gleich. Den höchsten Mittelwert zeigte mit 0,1 die MN-Gruppe, den niedrigsten mit 0,072 
die gesunde Gruppe. Zwischen den Absorptionswerten der IgAN-Gruppe und der Gruppe 
der Gesunden bestehen nur geringfügige Unterschiede von maximal 0,04 
Absorptionseinheiten (höchster Wert der IgAN-Gruppe und höchster Wert der gesunden 
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Gruppe). Diese Absorptionsunterschiede liegen innerhalb der natürlichen 
Schwankungsbreite von ELISA-Assays und lassen keinerlei Aussage über den 
Glykosylierungsstatus der einzelnen Proben zu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  38: Bindung des Lektins HAA an desialyliertes IgA aus dem Serum von IgAN-Patienten und 
Kontrollgruppen. IgAN = IgA Nephropathie, o.B. = gesunde Personen (P. ohne Befund), DM = Diabetes 
mellitus, Vasc. = Vasculitis, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale Glomerulosklerose. Es 
wurden 0,5 µg IgA/RK aufgegeben. 
 
Die Absorptionswerte bei der Detektion mit Jacalin liegen im Bereich zwischen 0,05 und 
0,45 OD-Einheiten (Abbildung 39). Die Mittelwerte der Gruppen liegen zwischen 0,2 und 
0,26 und unterscheiden sich damit nicht signifikant. Da Jacalin sowohl die Tn- als auch die 
TF-Struktur mit etwa gleicher Spezifität binden kann (Tachibana et al., 2006), ist kein großer 
Unterschied in den Absorptionen zwischen den verschiedenen Erkrankungsgruppen 
erkennbar.  
Hier (Abbildung 39) weist die IgAN-Gruppe den höchsten Mittelwert auf, der mit 0,253 
geringfügig höher ist, als der der gesunden Kontrollgruppe mit 0,225. Den niedrigsten 
Absorptionsmittelwert zeigte die Diabetes mellitus Gruppe mit 0,207. Diese Ergebnisse 
lassen keinen Schluss auf den Galaktosylierungsstatus der einzelnen Proben zu. 
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Abbildung  39: Bindung des Lektins Jacalin an desialyliertes IgA aus dem Serum von IgAN-Patienten 
und Kontrollgruppen. IgAN = IgA Nephropathie, o.B.  = gesunde Personen (P. ohne Befund), = DM = 
Diabetes mellitus, Vasc. = Vasculitis, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale 
Glomerulosklerose. Es wurden 0,5 µg IgA/RK aufgegeben. 
 
 
Da diese Untersuchungen mit Serum durchgeführt wurden, ist es nicht auszuschließen, dass 
unbekannte Faktoren im Serum die Bindung von IgA an die Anti-IgA-Antikörper stören 
können oder unspezifisch an die Platte gebundene Bestandteile aus dem Serum den Test 
beeinflussen können. Um dies auszuschliessen, wurden die Versuche in gleicher Weise mit 
aus dem Serum isoliertem IgA wiederholt. 
 
4.3.2 Analyse der Glykosylierung von isoliertem IgA der 40 Proben mit 
Antikörpern und Lektin 
Bei der Bindung des HA Lektins an isoliertes IgA liegen die Mittelwerte der verschiedenen 
Gruppen sehr nah beieinander. Sie liegen im Bereich zwischen 0,357 und 0,484 (Abbildung 
40) und schwanken damit weniger als die der Tn-Bindung. Die Absorptionswerte sind 
deutlich höher, als die der Serumproben (vorangegangenes Kapitel).  
Der Anti-Tn Antikörper und das HA Lektin haben die gleiche Spezifität für das Tn-Antigen 
(GalNAc), deswegen sollten sich die Ergebnisse tendentiell gleichen. Die Mittelwerte der 
Absorption der IgAN-Gruppe mit 0,445 und der gesunden Gruppe mit 0,449 unterscheiden 
sich mit einem Unterschied von nur 1% der Gesamtabsorption und p=0,82 nicht signifikant. 
 
 
 
 
 
0.000
0.100
0.200
0.300
0.400
0.500
Ab
so
rp
tio
n
 
49
2 
n
m
IgAN      o.B.        DM        Vasc.       MN     FSGS 
Jacalin Bindung Serum
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
129 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 40: Bindung des HA Lektins an isoliertes, desialyliertes IgA aus dem Serum von IgAN-
Patienten und Kontrollgruppen. IgAN = IgA Nephropathie, o.B. = gesunde Personen (P. ohne Befund), = 
DM = Diabetes mellitus, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale Glomerulosklerose. Es 
wurden 0,5 µg IgA/reaktionskompartiment aufgetragen.  
 
Insgesamt sind die Unterschiede der Absorption aller Gruppen nicht signifikant 
unterschiedlich, sodass aus diesem Ergebnis keine Aussagen über 
Glykosylierungsunterschiede getroffen werden können. Der Unterschied zwischen dem 
höchsten Absorptionsmittelwert (der Gruppe FSGS) und dem niedrigsten 
Absorptionsmittelwert (Diabetes mellitus Gruppe) beträgt etwa 0,09 OD-Einheiten, also nur 
etwa 18% der Gesamtabsorption. Auch unterscheiden sich die Ergebnisse nicht signifikant 
von denen mit Serum. Daraus kann man schließen, dass bei der IgA-Aufreinigung über 
Jacalin keine Subspezies von IgA1 verloren geht.  
 
Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass die Anti-Tn und Anti-TF Antikörper eine 
höhere Absorption an reines IgA zeigen. Dies ist für die Detektion von Unterschieden besser 
geeignet. Deshalb wurde IgA1 aus dem Serum über Jacalin isoliert und in den ELISA-Test 
mit diesen beiden Antikörpern eingesetzt. Die durchschnittlichen Absorptionswerte von IgA 
mit dem Anti-Tn Antikörper liegen im Bereich zwischen 0,05 und 0,5 OD Einheiten. Man 
erkennt in Abbildung 41 einen größeren Unterschied zwischen den Mittelwerten der 
verschiedenen Kontrollgruppen, als das beim HAA der Fall war. Der Mittelwert der IgAN 
Gruppe liegt mit 0,099 OD-Einheiten deutlich unter den anderen Werten. 
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Abbildung 41: Bindung des Anti-Tn-Antikörpers an isoliertes, desialyliertes IgA aus dem Serum von 
IgAN-Patienten und Kontrollgruppen. IgAN = IgA Nephropathie, o.B. = gesunde Personen (P. ohne 
Befund), = DM = Diabetes mellitus, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale  
Glomerulosklerose. Es wurden 0,5 µg IgA/Reaktionskompartiment aufgetragen.  
 
Der höchste Mittelwert ist der der Diabetesgruppe und liegt mit 0,261 OD Einheiten auch 
höher als der der IgAN-Gruppe mit 0,099. Es wurde von vielen Arbeitsgruppen bestätigt, 
dass die IgA1-Glykane von IgAN Patienten einen deutlich reduzierten Galaktose-Gehalt 
aufweisen. Demnach müssten bei IgAN durch das Fehlen der Galaktose mehr freie terminale 
GalNAc-Strukturen vorliegen. Dadurch müsste der Anti-Tn-Antikörper besser an IgA von 
IgAN-Patienten binden können, was sich in einer höheren Absorption wiederspiegeln sollte. 
Hier beobachtet man aber einen gegenteiligen Effekt. Auch die Mittelwerte der anderen 
Erkrankungsgruppen liegen deutlich über dem Wert der IgAN-Gruppe. Der Unterschied 
zwischen der IgAN-Gruppe (0,099) und der gesunden Gruppe (0,16) ist mit p=0,32 nicht 
signifikant (zweiseitiger T-Test). Beim HA-Lektin lag der Mittelwert der IgAN-Gruppe über 
dem der gesunden Kontrollgruppe, hier ist es umgekehrt, obwohl beide die gleiche Affinität 
haben sollten.  
Bei der Bindung von IgA zum Anti-TF-Antikörper bewegen sich die Absorptionen der 
verschiedenen Gruppen in einem Bereich zwischen ca. 0,1 und 0,3 OD-Einheiten 
(Abbildung 42). Am höchsten ist der Absorptionsmittelwert der Diabetes mellitus-Gruppe 
mit 0,25, am niedrigsten der der IgAN-Gruppe (0,139) und der MN-Gruppe. Bei der IgAN-
Gruppe war eine niedrige Absorption zu erwarten, da bei IgAN weniger TF-Antigene 
vorliegen. Dies sollte sich in einer schlechteren Bindung des TF-Antikörpers zu IgA und 
damit niedrigeren Absorption zeigen. In diesem Versuch wurden die Erwartungen bestätigt. 
 
 
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
Ab
so
rp
tio
n
 
49
2 
n
m
IgAN                 o.B.               DM                  MN                FSGS
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
131 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  42: Bindung des Anti-TF-Antikörpers an isoliertes, desialyliertes IgA aus dem Serum von 
IgAN-Patienten und Kontrollgruppen. IgAN = IgA Nephropathie, o.B. = gesunde Personen (P. ohne 
Befund), = DM = Diabetes mellitus, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale 
Glomerulosklerose.  
 
Der Unterschied zwischen der IgAN-Gruppe und der gesunden Gruppe ist mit p=0,064 an 
der Grenze zur Signifikanz. Trotzdem liegen die Absorptionen der einzelnen Proben im 
selben Bereich, zwischen 0,1 und 0,3 OD-Einheiten, sodass sie nicht voneinander 
unterschieden werden können. Zur Glykosylierung bei MN gibt es bislang wenige Daten. 
Eine Galaktosedefizienz der O-Glykane ist aber bislang nicht bekannt. Die IgA Proben mit 
dem jeweils niedrigsten und dem höchsten Absorptionswert der IgAN-Gruppe liegen nicht 
niedriger und nicht höher als Werte aus anderen Gruppen. Es ist also kein Unterschied 
zwischen der IgAN-Gruppe und den Kontrollen detektierbar. 
Die hier entwickelten ELISA-Verfahren mit Lektinen und Anti-Glykan-Antikörpern konnten 
keinen signifikanten Unterschied zwischen einzelnen IgAN-Patienten und Kontrollen 
detektieren. Sie eigneten sich damit wie die bereits in der Literatur beschriebenen Lektin-
Assays (Allen et al., 1999, Oortwijn et al., 2006, Moldoveanu et al., 2007) nicht als sero-
diagnostischer Test für IgA Nephropathie. Daraufhin wurden zwei neue Testverfahren zur 
Analyse der IgA1 O-Glykane entwickelt. Zugrunde lagen folgende Überlegungen: Erschwert 
wird die IgA1-O-Glykananalyse durch die Heterogenität der Glykosylierung. Das heißt, 
nicht immer sind alle 5 O-Glykosylierungsstellen auch besetzt, die Stellen Thr225 und 
Thr236 können auch unbesetzt sein, sodass nur 4 oder 3 Glykane vorhanden sind (an 
Position Thr228, Ser230 und Ser232) (Mattu et al., 1998). Es können also Proben existieren, 
die von Natur aus einen niedrigeren Galaktose-Gehalt haben, als andere, aber nicht weil sie 
untergalaktosyliert sind, sondern weil sie insgesamt weniger Glykane besitzen als andere. 
Deswegen sollten im ersten Verfahren freie GalNAc-Strukturen auf IgA1 enzymatisch mit 
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Galaktose aufgefüllt werden. So sollte für jede Probe ein Standard mit vollständig 
galaktosyliertem IgA geschaffen werden. Die IgA-Bindung zum Tn- und TF-Antikörper und 
zum HA Lektin sollte dann vor und nach Galaktosetransfer bestimmt werden. So sollte der 
tatsächliche Galaktose-Gehalt (vor) mit dem maximal möglichem Galaktosegehalt (nach 
Transfer) verglichen werden. Beim Vergleich der Differenz der Absorption vor und nach 
Galaktose-Transfer sollten Proben mit untergalaktosyliertem IgA (von IgAN-Patienten) 
einen großen Unterschied, Proben mit normaler Galaktosylierung einen kleinen Unterschied 
zeigen. Auf diese Weise sollte die Heterogenität der Glykosylierung nicht mehr stark ins 
Gewicht fallen. Auch geringfügige Konzentrationsunterschiede zwischen Proben 
verschiedener Personen fallen dann nicht mehr ins Gewicht. Es sollte untersucht werden, ob 
IgAN-Patienten mit diesem Verfahren detektierbar sein würden. Im zweiten Verfahren sollte 
Galaktose mit einer Markierung (Biotin oder Radioisotope) enzymatisch auf freie GalNAc-
Strukturen des IgA1 übertragen werden. Durch Detektion und Quantifizierung der 
Markierung sollten IgAN-Patienten detektierbar sein. Dieses Verfahren war unabhängig von 
Lektinen und Antikörpern, bei denen die Spezifität die Ergebnisse beeinflussen kann. Für 
diese beiden Verfahren musste eine Galaktosyltransferase gefunden werden, die Galaktose 
mit und ohne Markierung auf IgA-GalNAc-Strukturen übertragen konnte.  
  
 
4.4 Klonierung, Expression und Aufreinigung von rekombinanten 
Galaktosyltransferasen 
In dieser Arbeit sollten Galaktosyltransferasen kloniert und rekombinant in E. coli exprimiert 
werden, die die Core 1 Struktur synthetisieren können, also solche, die Galaktose vom Donor 
UDP-Galaktose auf α-GalNAc auf Proteinen übertragen können. Ziel war es, eine 
rekombinant exprimierte Core 1 Galaktosyltransferase zu finden, die Galaktose in einer β1,3 
Verknüpfung auf freie GalNAc-Strukturen des humanen IgA1 übertragen kann.  
 
4.4.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung der humanen Core 1 
Galaktosyltransferase 
Beim Menschen ist derzeit nur ein Enzym bekannt, dass die Core 1 Struktur synthetisieren 
kann, die humane Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase C1GalT (Ju et al., 2002). Da humanes 
IgA1 als Akzeptor fungieren sollte, wurde versucht das humane Enzym, dass diese Reaktion 
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katalysiert, zu klonieren. Bei der humanen C1GalT war die Wahrscheinlichkeit am größten, 
dass es IgA1 als Akzeptor annehmen würde.  
 
4.4.1.1 Klonierung der humanen Core 1 Galaktosyltransferase  
Klonierung der hC1 GalT in den Vektor pETDuet-1 
Um die humane Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase rekombinant in E. coli zu exprimieren, 
musste sie in den Expressionsvektor pETDuet-1 kloniert werden, in den gegebenenfalls noch 
das Cosmc-Gen kloniert werden konnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  43: Erfolgreiche Amplifikation des hC1GalT-Gens mittels PCR. Das PCR Produkt hat eine 
theoretische Größe von 1020 Basenpaaren. Es wurden 8 µl PCR-Produkt aufgetragen. 
 
Das Gen der hC1GalT konnte erfolgreich per PCR ausgehend von cDNA aus der humanen 
Niere amplifiziert werden (Abbildung 43). Auf dem Agarosegel lässt sich eine Bande mit 
einer Größe von etwa 1000 Basenpaaren erkennen. Das PCR-Produkt stimmt in seiner Größe 
mit der theoretischen Größe von 1020 Basenpaaren überein. Nebenprodukte sind auf dem 
Gel nicht erkennbar. Im Folgenden gelang es auch, das Gen in den Vektor pET-Duet-1 zu 
ligieren. Die erfolgreiche Ligation konnte per PCR und Restriktionsverdau bestätigt werden. 
Zur Absicherung dieses Ergebnisses wurde der Vektor pETDuet-1 hC1GalT sequenziert 
(Sequiserve, Vaterstetten). Das Vorliegen des offenen Leserahmens mit dem Gen der 
hC1GalT mit N-terminaler Kodierungssequenz für einen His6-tag konnte bestätigt werden 
(Abbildung 44). Die Sequenzdaten sind im Anhang zu finden (Kapitel 6).  
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Abbildung 44: Schematische Darstellung des Konstrukts der humanen C1GalT aus dem Vektor 
pETDuet-1hC1GalT. Der fertige Vektor codiert für die katalytische Domäne der hC1GalT (Aminosäuren 33-
363) die am N-Terminus mit einem His6-tag versehen ist. 
 
Bei der Amplifikation wurde der für die cytoplasmatische und Transmembrandomäne 
codierende Abschnitt des Gens nicht mit amplifiziert. So sollte ein Produkt erhalten werden, 
das löslich in E. coli exprimiert werden kann. 
 
4.4.1.2 Klonierung des humanen Cosmc in den Vektor pET-Duet1 
Nachdem die humane C1GalT in den Vektor pET-Duet1 kloniert worden war, sollte zur Co-
Expression auch das Chaperon in diesen Vektor kloniert werden. Das Gen konnte per PCR 
aus humaner cDNS amplifiziert werden (Abbildung 45). Das PCR-Produkt hatte eine Größe 
zwischen 750 und 1000 Basenpaaren, was der theoretischen Größe von  891 Basenpaaren 
sehr nahe kommt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 45: Amplifikation des Cosmc-Gens per PCR. M = DNS-Größenstandard (PageRuler 1 kb ladder, 
Fermentas, St. Leon Rot), PCR = PCR-Ansatz, Bp = Basenpaare. Das PCR Produkt hat eine theoretische Größe 
von 891 Basenpaaren. Es wurden 8 µl PCR-Produkt aufgetragen. 
 
Das PCR-Produkt konnte in den Vektor pET-Duet1 kloniert werden, der bereits das Gen der 
hC1GalT enthielt (siehe oben).  
 
 
 
 
hC1GalT katalytische Domäne (AS 33-363) His6-tag 
M    PCR 
500 
750 
Bp 
1000 Cosmc 
891 Bp 
250 
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
135 
 
Die Ligation von Insert und Vektor konnte per PCR bestätigt werden (Abbildung 46). 
 
  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 46: PCR-Screening von 4 potentiellen Cosmc-Klonen. Bei Klon 5  konnte ein Fragment 
amplifiziert werden, das mit der theoretischen Größe von 891 Basenpaaren übereinstimmt. M = DNS-
Größenstandard (PageRuler 1 kb ladder, Fermentas, St. Leon Rot), K5, K6, K7, K8 = Klon 5, Klon 6 usw., Bp 
= Basenpaare. 
 
Der Vektor von Klon 5 wurde sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten). Allerdings wurde eine 
Sequenz ermittelt, die nur am 5‘- und am 3‘ Ende identisch mit der Sequenz von Cosmc war, 
in der Mitte wies das Konstrukt eine Mischsequenz auf, die zwar zum Teil mit der von 
Cosmc identisch war, aber durch eine andere Sequenz überlagert wurde (siehe Anhang, 
Kapitel 6).  Außerdem wies das Konstrukt eine Mutaion auf, die auf Proteinebene zu dem 
Aminosäure-Austausch R273C führt. Die erneute Klonierung von Cosmc gelang aufgrund 
des zeitlichen Rahmens dieser Arbeit nicht mehr.  
 
4.4.1.3 Klonierung der hC1GalT in den Vektor pTS05 
Um die humane Core 1 GalT in E. coli zu exprimieren, sollte sie mit einem Propeptid einer 
Lipase aus Staphylococcus hyicus fusioniert werden. Dieses Propeptid konnte schon bei 
einer humanen β1-4 GalT erfolgreich zur rekombinanten Expression in E. coli genutzt 
werden (Sauerzapfe et al., 2008).  Zur Fusion mit dem Propeptid wurde das hC1GalT Gen in 
den Vektor pTS05 kloniert. Das Gen wurde zuerst in einer PCR ausgehend von cDNS mit 
Schnittstellen für die Restriktionsenzyme MunI und XhoI versehen.  
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Das Gen der hβ1-4GalT konnte erfolgreich gegen das der hC1GalT ausgetauscht werden 
(Abbildung 47). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 47: Amplifikation des Gens der hC1GalT (links) Das erwartete Produkt hat eine Größe von 975 
Basenpaaren. PCR Screening von 7 potentiellen hC1GalT-Klonen (rechts). Bei 6 von 7 Klonen konnte ein 
Fragment amplifiziert werden, das mit der theoretischen Größe von 975 Basenpaaren übereinstimmt. 
 
Der daraus resultierende Vektor pProhC1GalT wurde sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten) 
und es konnte bestätigt werden, dass ein offener Leserahmen vorliegt, der für ein N-terminal 
His6-markiertes Fusionsprotein aus Lipase-Propeptid und hC1GalT codiert (Abbildung 48). 
Der Vektor wurde für eine Expressionskontrolle in E. coli BL21 transformiert.  
 
 
 
 
Abbildung 48: Schematische Darstellung des Konstrukts der humanen C1GalT aus dem Vektor pPro-
hC1GalT. Der fertige Vektor codiert für die katalytische Domäne der hC1GalT (Aminosäuren 44-363) die am 
N-Terminus mit dem Propeptid der Lipase aus Staphylococcus hyicus fusioniert ist. Das Propeptid ist am N-
Terminus mit einem His6-tag versehen. 
 
4.4.1.4 Expression und Aufreinigung der hC1GalT aus dem Vektor pET-
DuethC1 
Nach erfolgreicher Klonierung wurde untersucht, ob die klonierten Enzyme löslich in E. coli 
exprimiert werden konnten. Wenn das zutraf, sollten sie anschließend isoliert und auf 
Aktivität getestet werden. Die hC1GalT wurde in E. coli BL21(DE3) bei einer Temperatur 
von 25°C und einer IPTG-Konzentration (zur Induktion) von 1 mM über einen Zeitraum von 
16 Stunden exprimiert. Es wurde versucht, das Enzym aus dem Zellrohextrakt über eine Ni-
NTA-Säule aufzureinigen und zu konzentrieren. Der Erfolg wurde mithilfe der SDS-
PCR-Screening 
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese überprüft (Abbildung 49). Auf dem mit Coomassie-Blau 
angefärbten Gel zur Analyse der hC1Expression treten zwei Banden besonders hervor. Die 
obere liegt etwas über der 43 kDa Bande des Größenstandards, die untere zwischen der 34 
kDa Bande und der 43 kDa Bande des Größenstandards. Diese beiden Banden sind 
besonders stark in der Probe vom Pellet sichtbar, aber auch bei Rohextrakt und Durchlauf, 
nicht aber im Eluat. Das theoretische Molekulargewicht des mit dem Vektor pETDuet-
1hC1GalT exprimierten GalT-Konstrukts beträgt 40,35 kDa. Es ist nicht auszuschließen, 
dass es sich bei der oberen Bande in Pellet, Rohextrakt und Durchlauf, die etwas über der 43 
kDa Bande des Größenstandards liegt, um die hC1GalT handelt. Eine sicherere Aussage 
kann aber nur mit Hilfe des Immunoblots gemacht werden, in dem die hC1GalT spezifisch 
über den N-terminalen His6-tag detektiert werden kann. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  49: Expression der hC1GalT im Vektor pETDuet-1 in E. coli BL21(DE3) und Aufreinigung 
mittels Immobilisierter Metallionen Affinitätschromatografie (IMAC) über eine Ni-NTA-Säule. SDS-Gel 
mit Coomassie Blau angefärbt. P = Pellet, E1,2,3 = Eluatfraktion 1,2,3, (4 µg) M = Molekulargewichtsstandard, 
W = Waschfraktion (3,5 µg) , Dl = Durchlauf (150 µg), Re = Rohextrakt (150 µg). 
 
In dem Proben von Pellet, Rohextrakt und Durchlauf sind erwartungsgemäß noch viele 
andere Banden zwischen 26 und 100 kDa zu erkennen. Hierbei handelt es sich um natürlich 
vorhandene E. coli-eigene Proteine. In der Waschfraktion sind keine Banden zu erkennen. In 
der Eluatfraktion 1 ist noch schwach eine Bande auf der Höhe von etwa 43 kDa zu erkennen. 
Auch bei dieser Bande könnte es sich um die hC1GalT handeln. 
Auf dem Blot zur Kontrolle der Aufreinigung der hC1GalT erkennt man hauptsächlich eine 
deutliche Bande in der Probe des Pellets (Abbildung 50, rechte und linke Seite des Blots). 
 
 Im Eluat 1 und im Rohextrakt ist eine Bande der gleichen Größe nur sehr schwach zu 
erkennen. Obwohl die Bande deutlich höher als die  43 kDa-Bande des Standards liegt, 
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wurde sie als Bande der hC1GalT identifiziert, da kein anderes His6-markiertes Protein zu 
detektieren ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 50: Expression der hC1GalT im Vektor pETDuet-1 in E. coli BL21(DE3). Immunoblot mit 
einem Anti-His6-Antikörper. P = Pellet, E1,2,3 = Eluatfraktion 1,2,3, (4 µg),  M = Molekulargewichtsstandard, 
W = Waschfraktion, (3,5 µg), Dl = Durchlauf (150 µg), Re = Rohextrakt (150 µg). 
 
Die hC1GalT hat ein theoretisches Molekulargewicht von 40,35 kDa.  Daraus war eindeutig 
ersichtlich, dass die hC1GalT hauptsächlich ungelöst in Einschlusskörpern („Inclusion 
bodies“) anfällt, die sich im Pellet anreichern, und nur in sehr geringer Konzentration gelöst 
im Rohextrakt zu finden ist. Da auf dem sensitiven Blot im Durchlauf keine Bande zu 
erkennen ist, ist es unwahrscheinlich, dass die 43 kDa Bande auf dem Coomassie Gel die 
Bande der hC1GalT ist, da eine Coomassie-Färbung wesentlich weniger sensitiv ist, als der 
Antikörper-Nachweis. Es ist möglich, dass die Banden der hC1GalT auf dem Coomassie Gel 
von anderen Proteinbanden gleicher Größe überlagert werden. Bei der Aufreinigung konnte 
die Menge an hC1GalT-Protein nicht wesentlich konzentriert werden, die Bande im Eluat ist 
genauso schwach zu erkennen, wie die im Rohextrakt. Da die im Eluat vorhandene 
Enzymmenge zu gering war, um einen Aktivitätstest zuverlässig durchzuführen, wurde die 
hC1GalT aus Einschlusskörpern  gelöst und isoliert (Kapitel 4.4.1.6). 
 
4.4.1.5 Expression und Aufreinigung der hC1GalT im Vektor pProhC1GalT 
Die humane C1GalT wurde mit N-terminalem His6-tag und Propeptid in E. coli exprimiert. 
Es wurde versucht, das Protein durch eine Aufreinigung über eine Ni2+-NTA 
Zentrifugensäule zu isolieren und es in einer SDS-PAGE mit Immunoblot zu detektieren. In 
Abbildung 51 erkennt man im mit Coomassie-Blau gefärbten SDS-Gel (linke Abbildung) 
eine stark gefärbte Bande auf der Höhe der 70 kDa Bande des Größenstandards im Pellet 
und im Eluat. Diese Bande ist deutlich stärker gefärbt, als die anderen Banden. Im 
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Rohextrakt und im Durchlauf ist eine Bande dieser Größe auch erkennbar, tritt aber nicht 
stärker hervor, als andere Banden. Natürlich sind im Pellet, im Rohextrakt und im Durchlauf 
noch weitere Proteinbanden zu erkennen. In der Waschfraktion sind keine Proteinbanden zu 
sehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 51: Expression der humanen Core 1 GalT im Vektor pProhC1GalT als Fusionsprotein mit 
dem Propeptid einer Lipase aus Staphylococcus hyicus. Links: SDS-PAGE, Proteinbanden angefärbt mit 
Coomassie-Blau. P = Pellet, RE = Rohextrakt, Dl = Durchlauf (Ni2+-NTA Spin Säule), W = Waschfraktion 
(Ni2+-NTA Spin Säule), E = Eluat von Ni-NTA Spin Säule, M = Marker (Proteingrößenstandard, PageRuler, 
Fermentas). Proteinmenge: P: nicht bestimmt, RE = 40 µg, Dl = 40 µg, W = 5 µg E = 10 µg.  
 
Die humane Propeptid-C1GalT hat eine theoretische Größe von 61,1 kDa. Im Eluat ist keine 
Bande dieser Größe erkennbar und in den anderen Fraktionen (besonders im Rohextrakt und 
im Pellet) tritt keine Bande dieser Größe besonders stark gefärbt hervor, wie man es bei 
einem überexprimierten Protein wie der Propeptid-C1GalT erwarten würde. Es ist bereits 
durch frühere Arbeiten aus der Arbeitsgruppe Elling bekannt, dass Fusionsproteine mit dem 
Propeptid in der SDS-PAGE eine größeres Molekulargewicht zeigen, als das theoretisch 
berechnete (Sauerzapfe et al., 2008). Daher ist es möglich, dass die 70 kDa-Bande auf im 
Pellet und im Eluat die der humanen Propeptid-C1GalT ist. Im Immuno-Blot (Abbildung 51, 
rechts) konnte allerdings in keiner Fraktion eine Bande mit einem Anti-his6-Antikörper 
spezifisch detektiert werden. Da das Ergebnis auch nach Wiederholung des Versuchs mit 
Kontrollen unverändert blieb, kann ausgeschlossen werden, dass ein Fehler während des 
Blot-Verfahrens auftrat. Das Sequenzierergebnis belegte, dass keine Rasterschubmutation 
oder ein ähnliches Ereignis die Expression des Proteins stören könnten. Das 70 kDa große 
Protein im Eluat (im SDS-Gel sichtbar) kann eine Verunreinigung sein, die durch 
unspezifische Wechselwirkung eines Proteins mit der Ni2+-NTA Zentrifugensäule entstand. 
Es ist möglich, dass die humane C1GalT in E. coli durch Proteasen schnell abgebaut wird 
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und so nicht nachgewiesen werden kann. Auch ist es möglich, dass die humane Propeptid-
C1GalT unlöslich in Einschlusskörpern im Pellet anfällt und dass sie eine Konformation 
einnimmt, in der der His6-tag nicht zugänglich für den Nachweis-Antikörper ist. Es ist 
denkbar, dass diese Konformation auch durch die Vorbehandlung vor der Elektrophorese 
(Zugabe von DTT, 50 mM und 10 minütiges Erhitzen bei 70°C) nicht gelöst werden kann, 
sodass das Protein zwar vorliegt, aber nicht nachgewiesen werden kann.  
 
 Für eine dieser beiden Möglichkeiten sprechen auch die Aktivitätswerte. Im Eluat konnte 
keine Aktivität nachgewiesen werden, im Rohextrakt konnte lediglich nach über-Nacht-
Inkubation eine Aktivität von 0,2 mU/ml gemessen werden (Tabelle 32).  
Tabelle 32: Aktivität der humanen Propeptid C1GalT 
 Protein-
konzentration 
[mg/ml] 
Gesamt- 
protein [mg] 
Volumetrische 
Aktivität 
[mU/ml] 
Spezifische  
Aktivität  
[mU/mg] 
Gesamt- 
Aktivität 
[mU] 
Rohextrakt 10,2 48,96 0,2 0,02 1,2 
Eluat 0,23 0,069 - - - 
- = keine Aktivität detektierbar 
Auch wenn das Propeptid bei manchen Proteinen einen positiven Effekt auf Expression und 
Aktivität hat, konnte dies hier nicht beobachtet werden. Es ist natürlich auch möglich, dass 
gerade das Propeptid zwar die Expression der hC1GalT fördert, die Aktivität aber inhibiert. 
Auch bei Wiederholung der Expression liess sich kein His6-markiertes humanes Propeptid-
C1GalT Protein nachweisen. Aufgrund dieser Tatsache sollte die hC1GalT aus dem Vektor 
pETDuethC1GalT aus Einschlusskörpern aufgereinigt werden.  
 
4.4.1.6 Isolierung der hC1GalT aus Einschlusskörpern 
 Die Einschlusskörper wurden von Zelltrümmern getrennt und in Guanidin gelöst. Die 
gelösten Proteine wurden in Rückfaltungspuffer (siehe Kapitel 3.7.1) aufgenommen. Zum 
Nachweis des his6-markierten humanen C1GalT Proteins wurden die einzelnen Fraktionen 
der Einschlusskörper-Isolierung in einer SDS-PAGE mit Immunoblot untersucht. Auf dem 
mit Coomassie Blau gefärbten Gel ist im Pellet (Abbildung 52, ganz links) und im 
Rohextrakt (ganz rechts) schwach eine Bande bei ca. 43 kDa zu erkennen. In den Proben der 
IMAC-Aufreinigung über eine Ni2+-NTA Säule, Waschfraktion und Eluat, lassen sich diese 
Banden nicht erkennen. In den Fraktionen der in Guanidin-gelösten und in 
Rückfaltungspuffer gelösten Einschlusskörper (G, R1 und R2) ist deutlich eine Bande zu 
erkennen, die etwas oberhalb der Bande des Größenstandards von 43 kDa liegt. Bei dieser 
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
141 
 
Bande handelt es sich sehr wahrscheinlich um die Bande der hC1GalT. Außer dieser Bande 
ist in den Fraktionen R1 und R2 nur noch eine Bande von etwa 100 kDa zu erkennen. Bis 
auf diese Verunreinigung liegt die hC1GalT rückgefaltet in reiner Form vor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 52: Isolierung der N-terminal His6-markierten hC1GalT (aus dem Vektor pDuet hC1GalT) 
aus Einschlusskörpern. SDS-PAGE (links) und Immunoblot (rechts). P = Pellet, R1,2 = Rückfaltung 
Fraktion 1,2, (16 µg) M = Molekulargewichtsstandard, G = Einschlusskörper gelöst in Guanidinium, zum 
Vergleich: Fraktionen der Aufreinigung über eine Ni2+NTA-Säule: E1 = Eluat Fraktion 1 (8 µg), W = 
Waschfraktion (3,5 µg), Re = Rohextrakt (150 µg). 
 
Auch auf der Immunoblotmembran erkennt man sehr stark gefärbte Banden etwas oberhalb 
der 43 kDa Bande des Größenstandards. Diese Banden sind besonders stark in den Proben 
Pellet, Guanidin-gelöste Einschlusskörper und Rückfaltung Fraktion 1 und 2 sichtbar. Diese 
Bande wurde als die der hC1GalT identifiziert. Daraus ist ersichtlich, dass die hC1GalT 
erfolgreich aus den Einschlusskörpern gelöst und isoliert werden konnte. Außerdem sind nur 
noch sehr schwach gefärbte Banden oberhalb 95 kDa in der Rückfaltung Fraktion 2 und der 
in Guanidin gelösten Fraktion G erkennbar und eine schwach gefärbte Bande bei ca. 30 kDa 
im Rohextrakt und Rückfaltung Fraktion 2. Auch hier ist die vorherrschende Bande etwas 
größer als 43 kDa. Auf dieser Abbildung ist im Eluat der Ni-NTA-Aufreinigung (E1) die 
Bande der hC1GalT knapp oberhalb von 43 kDa wesentlich deutlicher zuerkennen als in der 
vorhergehenden. Hier wurde eine höhere Proteinkonzentration eingesetzt.  
Der Aktivitätstestansatz wurde mittels HPLC analysiert. Leider konnte weder in Rohextrakt 
und Eluat, noch in der aus Einschlusskörpern isolierten Fraktion R1 und R2 Aktivität 
festgestellt werden. Wahrscheinlich wird die hC1GalT in E. coli nicht korrekt gefaltet und 
verliert dadurch ihre Aktivität. Auch das Fehlen posttranslationaler Modifikationen könnte 
Ursache für eine inkorrekte Faltung und einen Aktivitätsverlust sein. Humane Enzyme 
können oft nur in einer inaktiven Form in Prokaryoten exprimiert werden. Die 
Expressionsmachinerie von E. coli verfügt nicht über Enzyme wie Disulfid-Isomerasen im 
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Cytoplasma. Auch arbeiten an der Faltung beteiligte Enzyme zu langsam, um mit der hohen 
Expressionrate schritt zu halten, wodurch ein hoher Prozentsatz an inkorrekt gefaltetem 
Protein entsteht (Gräslund et al., 2008). Auch wenn eine Vielzahl von Protokollen für die 
Rückfaltung existiert, gelingt eine Rückfaltung zum aktiven Protein nicht in allen Fällen. 
Boeggeman et al. ist es bereits gelungen eine β4GalT1 und die humane ppGalNAcT2 aus E. 
coli-Inclusion bodies zurückzufalten und ein aktives Protein zu erlangen (Boeggeman et al., 
2003, Ramakrishnan et al., 2007). Die Anforderungen an ein Rückfaltungsprotokoll variieren 
aber von Protein zu Protein. Da die Rückfaltung von Proteinen nicht das Thema dieser 
Arbeit war, wurden keine ausführlichen Versuche zur Rückfaltung der hC1GalT 
durchgeführt, sondern die Anwendungsmöglichkeiten anderer Enzyme überprüft. 
 
4.4.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung der bakteriellen Core 1 
Galaktosyltransferase 
Da die hC1GalT also nicht in einer ausreichend aktiven Form in E. coli produziert werden 
konnte, wurde ein bakterielles Enzym, das Core 1 Aktivität zeigt, ausgewählt, um es 
hinsichtlich seiner Eignung für die Analyse von IgA zu untersuchen. 
 
4.4.2.1 Klonierung der bC1 GalT in den Vektor pET46-EK/LIC 
Da über die bakterielle Core 1 β1,3 GalT bisher nur wenig bekannt war, sollte die 
Auswirkung des His6-tags auf die Aktivität anhand von unterschiedlichen Enzym-
Konstrukten untersucht werden.   
Das Gen der bC1GalT wurde aus dem Vektor pGAbC1 per PCR amplifiziert. Der Vektor 
pGAbC1 enthält einen offenen Leserahmen für die vollständige Gensequenz der bC1GalT. 
Die DNS-Sequenz wurde modifiziert (Geneart, Regensburg) um sie für die Expression in E. 
coli zu optimieren. Die Optimierung hat keine Auswirkung auf die Proteinsequenz. Ein 
Vergleich der natürlichen und der optimierten DNS-Sequenz ist im Anhang (Kapitel 7.2 ) zu 
finden.  
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Abbildung  53 zeigt das Agarosegel zur Kontrolle der PCR. Es ist eine distinkte Bande auf 
der Höhe der Bande des Größenstandards von 750 bp erkennbar. Das PCR Produkt hat eine 
theoretische Größe von 753 Basenpaaren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  53: Amplifikation des bC1GalT-Gens per PCR. Es wurden 8 µl PCR-Produkt aufgetragen. 
Nach erfolgreicher PCR wurde das Produkt aus dem Gel aufgereinigt und in den Vektor 
pET46 Ek/LIC kloniert. Die Klone wurden angezogen, die Plasmide isoliert und mittels 
Restriktionsanalyse bzw. PCR untersucht (Abbildung 54).  
 
 
 
 
 
 
 
 
     
Abbildung 54: Restriktionsverdau der Plasmide aus Klonen Nova Blue pET46bC1. Das aus dem Vektor 
ausgeschnittene Fragment der bC1GalT soll theoretisch 800 bp groß sein, das PCR-Podukt hat eine erwartetet 
Größe von 753 bp. K1 = Klon 1 (positiv für bC1GalT), K 2 = Klon 2 (negativ für bC1GalT) M = DNS-
Größenstandard. Es wurden 20 µl Restriktionsansatz und 8 µl PCR-Produkt aufgetragen. 
 
In Abbildung 54 erkennt man bei Klon 1 sowohl beim  Restriktionsansatz, als auch bei der 
PCR eine Bande von 800 bzw. 750 Basenpaaren. Die Plasmid-DNS dieses Klons wurde 
sequenziert und die Sequenz der bC1GalT konnte bestätigt werden (MWG, Sequenzen siehe 
Anhang). Bei Klon 2 konnte dagegen weder im PCR- noch im Restriktionsansatz eine Bande 
der erwarteten Größe von 750 kDa identifiziert werden. Dieser Klon wurde verworfen. Das 
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Gen der bC1GalT lag nun in gesamter Länge mit Kodierung für einen N-terminalem His6-
Tag im Vektor pET46bC1 vor (Abbildung 55).  
 
 
 
Abbildung 55: Schematische Darstellung des Konstrukts der bakteriellen Core 1 β1,3 GalT aus dem 
Vektor pET46bC1GalT. Der fertige Vektor codiert für die vollständige bakterielle C1GalT (Aminosäuren 1-
245) die am N-Terminus mit einem His6-tag versehen ist. 
 
4.4.2.2 Klonierung in die Vektoren pET-22b und pET-16b 
Auch die Klonierung in die Vektoren pET-22b und pET-16b gelang. Das Gen der bC1GalT 
konnte mittels PCR mit Schnittstellen für die Restriktionsenzyme NcoI und XhoI am 5’Ende 
bzw. 3’ Ende versehen werden (Abbildung 56). Dann wurde es in die Vektoren pET-22b und 
pET-16b ligiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 56: PCR zur Amplifikation des bC1GalT-Gens mit dem Anhängen von Sequenzen für die 
Restriktionsenzyme NcoI am 5’-Ende und XhoI am 3’-Ende. Es wurden 8 µl PCR-Produkt aufgetragen. 
 
Nach der Transformation wurden einige der Klone vermehrt, die Plasmide wurden daraus 
isoliert und per Restriktionsanalyse untersucht (Abbildung 57).  
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Bei drei Klonen mit dem Vektor pET-22b (Klon 4, 7 und 8, Abbildung 57, links) und sechs 
Klonen mit dem Vektor pET-16b  (Klon 1, 3, 4, 5, 6 und 8, Abbildung 57, rechts) ließ sich 
beim Restriktionsverdau eine Bande auf der Höhe von 750 kDa erkennen. Die theoretische 
Größe der Restriktionsfragmente beträgt 743 Basenpaare. Die Banden wurden daher als 
Bande des bC1GalT-Gens identifiziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  57: Restriktionsanalyse der Klone Nova Blue pET-22b bC1 (Links) und Nova Blue pET-16b 
bC1 (Rechts). K1-K9 = Klon 1 – Klon 9, M = DNS Größenstandard, Bp = Basenpaare. Die Angaben in 
Basenpaaren geben die Größen des Standards an, die unterste Bande des Größenstandards hat eine Größe von 
250 Bp. Rechts im Bild ist die ausgeschnittene Bande des bC1GalT-Gens markiert. Die Restriktionsanalyse 
war positiv bei den Klonen K4, 7 und 8 pET-22bC1 und bei den Klonen K1, 3, 4, 5, 6 und 8 pET-16bC1.  
 
Die Plasmid-DNS von je einem Klon wurde sequenziert. Die Sequenz der bC1GalT konnte 
in beiden Vektoren bestätigt werden (MWG, Sequenzen siehe Anhang). Die bC1GalT 
konnte somit auch mit C-terminalem His6-tag und ohne tag exprimiert werden (Abbildung 
58). 
 
 
 
 
 
Abbildung 58: Schematische Darstellung der Konstrukte der bakteriellen Core 1 β1,3 GalT aus den 
Vektoren pET22bC1GalT (oben) und pET16bC1GalT (unten). Der fertige Vektor pET22bC1 codiert für 
die vollständige bakterielle C1GalT (Aminosäuren 1-245) die am C-Terminus mit einem His6-tag versehen ist, 
der Vektor pET16bC1 für die vollständige native C1GalT, also ohne eine Markierung (tag). 
 
4.4.2.3 Klonierung der bC1GalT in den Vektor pTS05 
Das Gen der bC1GalT konnte im Vektor pTS05 mit einem Propeptid einer Lipase aus 
Staphylococcus hyicus fusioniert werden (Sauerzapfe et al., 2008). Das in dem Vektor 
vorliegende Gen der humanen β1,4GalT wurde dabei entfernt und durch des Gen der 
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bC1GalT ersetzt. Der daraus resultierende Vektor codiert für die bC1GalT mit N-terminaler 
His6-Markierung und Propeptid der Lipase und trägt die Bezeichnung pProbC1GalT. Für die 
Klonierung wurde zunächst das Gen der bC1GalT per PCR amplifiziert und mit 
Schnittstellen für die Restriktionsenzyme MunI und XhoI am 5’ und 3’ Ende versehen 
(Abbildung 59). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 59: Amplifikation des Gens der bC1GalT per PCR unter Anhängen von 
Erkennungssequenzen für die Restriktionsenzyme MunI (am 5’-Ende) und XhoI (am 3’-Ende). PCR = 
aufgetragener PCR Ansatz (8 µl) S = DNS-Größenstandard (5 µl), Bp = Basenpaare. 
 
Nach erfolgreicher PCR wurden Vektor und Insert geschnitten, isoliert und ligiert. Der 
Ligationsansatz wurde genutzt um kompetente Zellen (Nova Blue, Novagen, Darmstadt) zu 
transformieren. Um den Erfolg von Ligation und Transformation zu überprüfen, wurden 
einige der Klone der Transformation vermehrt. Die Plasmide wurden daraus isoliert und per 
Restriktionsanalyse untersucht (Abbildung 60). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 60: Restriktionsanalyse der Klone pProbC1GalT. K1-K6 = Klon 1-6, S = DNS Größenstandard 
(5 µl). 20 µl Plasmid-DNS wurden mit 2,5 U MunI und XhoI geschnitten und auf einem 0,8 %igen Agarosegel 
getrennt. Der einzige Klon, bei dem sich eine Bande mit der theoretischen Größe des bC1GalT Gens von 747 
Bp aus dem Vektor ausschneiden ließ, war Klon 1.  
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Bei der Restriktionsanalyse wurde nur ein Klon (Klon 1) gefunden, der ein Insert mit der 
erwarteten Größe des bC1GalT Gens von 747 Basenpaaren hatte (Abbildung 60). Die 
Plasmid-DNS dieses Klons wurde sequenziert. Die bC1GalT konnte somit auch mit N-
terminalem His6-tag und Fusionsprotein exprimiert werden (Abbildung 61).  
 
 
 
Abbildung 61: Schematische Darstellung des Konstrukts der bakteriellen Core 1 β1,3 GalT aus dem 
Vektor pProbC1GalT. Der fertige Vektor codiert für die vollständige bakterielle C1GalT (Aminosäuren 1-
245) die am N-Terminus mit dem Propeptid einer Lipase aus Staphylococcus hyicus fusioniert ist. Das 
Propeptid ist N-terminal mit einem His6-tag versehen. 
 
Mit dem Plasmid pProbC1GalT wurden kompetente Zellen des Expressionsstamms E. coli 
BL 21(DE3) transformiert um die bC1GalT mit Propeptid zu exprimieren.   
 
4.4.2.4 Expression und Aufreinigung der bC1GalT mit N-terminalem His6-tag 
(im Vektor pET46bC1), mit C-terminalem His6-tag (im Vektor pET22b) und 
ohne His6-tag (im Vektor pET16b) 
Um zu untersuchen, ob die unterschiedlichen Konstrukte der bakteriellen Core 1 
Galaktosyltransferase Aktivität zeigten, wurden sie in E. coli BL 21(DE3) exprimiert.  
Aus einem Liter TB-Medium wurden im Durchschnitt 3 bis 3,6 g Zellen E. coli BL 21(DE3) 
bC1 (Feuchtgewicht) gewonnen. Die Zellen wurden per Ultraschall aufgeschlossen. Es 
wurde versucht, die bC1GalT-Aktivität der verschiedenen Konstrukte im Rohextrakt 
nachzuweisen und das Enzym über eine Metallionenaffinitätschromatografie mit einer Ni2+-
NTA-Säule oder über eine Kationenaustauschchromatographie aus dem Zellrohextrakt zu 
isolieren.  
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Da die N-terminal His6-markierte bC1GalT (exprimiert im Vektor pET46) die höchste 
Aktivität zeigte, wird hier exemplarisch eine Aufreinigungstabelle vorgestellt (Tabelle 33).  
Tabelle 33: Aufreinigung der N-terminal His6-markierten bC1GalT mittels Immobilisierter 
Metallionen Affinitätschromatografie (IMAC) über Ni2+-NTA-Säule 
 Volu-
men  
[ml] 
Protein-
konzen-
tration 
[mg/ml] 
Protein
-menge 
[mg] 
Volu-
metrische  
Aktivität 
[mU/ml] 
Spezi-
fische  
Aktivität 
[mU/mg] 
Gesamt-
aktivität 
[mU] 
Aufreinigungs-
faktor 
 [-] 
Rohextrakt 24 15,567 373,6 0,9 0,058 21  
Durchlauf 36 8,432 303,6 0,53 0,06 17,1  
Wasch-
fraktion 
20 0,436 8,7 - - -  
(n. b.) 
 
Elution 14 0,502 7,0 0,17 0,339 2,4 
(11%) 
5,8 
 
Die N-terminal His6-markierte bC1GalT zeigte im Rohextrakt eine sehr niedrige Aktivität 
von ca. 0,9 mU/ml und eine spezifische Aktivität von 0,058 mU/mg. Nach der Aufreinigung 
über eine Ni2+-NTA-Säule fand sich im Eluat eine Aktivität von 0,17 mU/ml. Die 
spezifische Aktivität war mit 0,34 mU/mg im Eluat höher als im Rohextrakt mit 0,058 
mU/mg. Allerdings erwies sich die Aufreinigung als wenig effizient, denn der Hauptanteil 
der Aktivität aus dem Rohextrakt wurde im Durchlauf wiedergefunden (17 mU, entspricht 
81%). Dass die Säule überladen wurde, kann ausgeschlossen werden. Auch bei der 
Wiederholung dieses Experiments oder Verwendung einer anderen Ni2+-NTA-Säule konnte 
keine bessere Aufreinigung erreicht werden. Es ist daher möglich, dass die bC1GalT eine 
Konformation einnimmt, bei der der His6-tag im Inneren des Proteins liegt und nicht an die 
Säule binden kann. Als Alternative wurde versucht, das Protein aufgrund seines 
isoelektrischen Punkts von pI = 9,0 über eine Kationenaustauschchromatografie 
aufzureinigen. Parallel dazu wurden auch die Aktivitäten des C-terminal His6-markierten 
Enzyms und der bC1GalT ohne tag untersucht (Tabelle 34). 
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Tabelle 34: Vergleich der Aktivitäten der verschiedenen bC1GalT-Konstrukte (mit N-
terminalem His6-tag, C-terminalem His6-tag und ohne tag) im Rohextrakt und in den Eluaten 
der Aufreinigungen über Metallionensäule und Kationenaustauschsäule. 
bC1 GalT-Konstrukt Protein-
konzentration 
[mg/ml] 
Volumetrische 
 Aktivität  
[mU/ml] 
Spezifische  
Aktivität 
 [mU/mg] 
Gesamtaktivität 
[mU] 
N-term His6 GalT 
Rohextrakt 
15,567 0,9 0,058  21,6 
N-term. His6 GalT 
IMAC-Eluat 
0,502 0,17 0,339 2,38 
C-term. His6 GalT 
Rohextrakt 
7,2821 0,06 0,008 0,54 
C-term. His6 GalT 
IMAC-Eluat 
0,095 0,015 0,16 0,21 
bC1 GalT ohne tag 
Rohextrakt 
10,076 0,085 0,008 1,19 
bC1 GalT ohne tag 
Kationenaus-
tauscher-Eluat 
0,990 0,02 0,02 0,28 
N-term.  His6-tag 
Kationenaus-
tauscher-Eluat 
328,0 0,28 0,85 3,92 
 
Wie in Tabelle 34 ersichtlich, war die Aktivität aller Konstrukte sehr gering. Die höchste 
Aktivität wurde bei der N-terminal His6-markierten bC1GalT mit 0,9 mU/ml im Rohextrakt 
gemessen. Auch die spezifische Aktivität im Rohextrakt war bei der N-terminal His6-
markierten bC1GalT am höchsten, sie betrug 0,058 mU/mg. Die C-terminal His6-markierte 
bC1GalT und die bC1GalT ohne His6-tag zeigten im Rohextrakt mindestens 10-fach 
niedrigere Aktivitäten von jeweils 0,06 mU/ml und 0,085 mU/ml bzw. spezifische 
Aktivitäten von je 0,008 mU/mg. Auch die aufgereinigte N-terminal His6-markierte 
bC1GalT hatte eine höhere Aktivität als die anderen beiden Konstrukte: In den Eluaten der 
IMAC-Aufreinigung über eine Ni2+-NTA-Säule wurde ber der N-terminal His6-markierten 
bC1GalT eine volumetrische Aktivität von 0,17 mU/ml gemessen. Die Aktivität war 
niedriger, als die Aktivität im Rohextrakt. Die spezifische Aktivität konnte durch die 
Aufreinigung aber gesteigert werden, von 0,058 auf 0,339 mU/mg. Im Vergleich dazu zeigte 
die C-terminal His6-markierte bC1GalT im IMAC-Eluat eine Aktivität von nur 0,015 mU/ml 
bzw. eine spezifische Aktivität von 0,16 mU/mg. Auch hier konnte die spezifische Aktivität 
durch die Aufreinigung auf ca. den doppelten Wert gesteigert werden. Das Konstrukt ohne 
His6-tag konnte nicht über eine Metallionen Affinitätschromatografie aufgereinigt werden. 
Die bC1GalT ohne His6-tag hat einen theoretischen isoelektrischen Punkt von pI = 9,0. 
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Deswegen eignete sich eine Kationenaustauschchromatografie zur Reinigung dieses 
Enzyms. Sowohl die bC1GalT ohne His6-tag, als auch die N-terminal His6-markierte 
bC1GalT wurden per Kationenaustauschchromatografie isoliert, zum einen, um die Effizienz 
der Aufreinigung vergleichen zu können, zum anderen, weil die N-terminal His6-markierte 
bC1GalT nicht effizient über eine Ni2+NTA-Säule isoliert werden konnte. 
Erstaunlicherweise zeigte das Enzym ohne His6-tag eine niedrigere Aktivität im Rohextrakt 
(0,085 mU/ml), als das N-terminal His6-markierte (0,9 mU/ml). Allerdings liegen die 
Aktivitätswerte alle in einem sehr niedrigen Bereich, sodass die Unterschiede nicht 
überbewertet werden dürfen. Auch im Eluat zeigte die bC1GalT ohne His6-tag eine 
niedrigere volumetrische Aktivität (0,02 mU/ml) als die N-terminal His6-markierte (0,28 
mU/ml). Dieser Effekt war auch bei der spezifischen Aktivität zu beobachten, die bC1GalT 
ohne tag hatte eine Aktivität von 0,02 mU/mg, die N-terminal His6-markierte bC1GalT von 
0,85 mU/mg. Die spezifische Aktivität war im Eluat der Kationenaustauschchromatografie 
bei diesen beiden Konstrukten höher, als im Rohextrakt. Bei der N-terminal His6-markierten 
bC1GalT konnte die spezifische Aktivität von 0,058  auf 0,85 mU/mg gesteigert werden. Bei 
der bC1GalT ohne tag konnte die spezifische Aktivität im Eluat der 
Kationenaustauschchromatografie von 0,002 mU/mg (Rohextrakt) auf 0,08 mU/mg 
gesteigert werden. So konnte über den Kationenaustauscher eine Anreicherung erzielt 
werden.  Insgesamt wurde beobachtet, dass bei jeder Art der Aufreinigung ein 
Aktivitätsverlust stattfand, auch wenn die spezifische Aktivität leicht gesteigert werden 
konnte. Bei der Metallionenaffinitätschromatografie kann dieser Effekt auftreten, wenn das 
Protein eine Faltung annimmt, bei der der His6-tag im Inneren des Proteins liegt und nicht 
mit der Säule in Wechselwirkung treten kann. Allerdings wurde auch im Durchlauf nicht der 
komplette Rest der Gesamtaktivität wiedergefunden. Auch bei der 
Kationenaustauschchromatografie fand sich ein beträchtlicher Teil der Gesamtaktivität im 
Durchlauf wieder, 11,5 mU von 21,6 mU im Rohextrakt. Dies geschieht zum Beispiel, wenn 
die Säule überladen wird und nicht alle Proteine an die Säule binden können. Aber hier 
betrug das Säulenvolumen 23 ml bei einer Kapazität von etwa 50 mg/ml Säulenmaterial. 
Aufgegeben wurden bis zu 100 mg, also bei weitem nicht genug, um die Säule zu überladen. 
Vielleicht nimmt die bC1GalT eine ungünstige Konformation an, bei der die positiven 
Ladungen, die für die Wechselwirkung mit dem Kationenaustauschmaterial essentiell sind, 
im Inneren des Proteins lokalisiert sind. Da bei beiden Aufreinigungsmethoden ein 
beträchtlicher Anteil der Aktivität verloren ging, ist es auch möglich, dass das Protein 
instabil ist und schon während der Aufreinigung zerfällt oder dass andere Faktoren im 
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Rohextrakt die Aktivität mindern. Aufgrund der niedrigen Aktivität stellte sich die Frage, ob 
das Enzym korrekt exprimiert wurde, oder ob es zum Beispiel in unlöslichen 
Einschlusskörpern anfiel. Zum Nachweis der Expression des Proteins und um das Verhalten 
des Proteins während der Aufreinigung zu verfolgen, wurden einzelne Proteinfraktionen in 
einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Immunoblot untersucht (Abbildung 62). 
 
Vergleich der Expressionsraten der verschiedenen bC1GalT-Konstrukte 
Auf dem Blot in Abbildung 62 (linke Seite) sind deutlich gefärbte Banden nur im Pellet  der 
Konstrukte aus pET46 und pET22 zu erkennen, nicht aber im Rohextrakt. Den Banden kann 
eine Größe von 30 kDa zugeordnet werden, was dem Molekulargewicht der bC1GalT 
entspricht. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass sich sowohl die N-terminal His6-
markierte bC1GalT, als auch die C-terminal His6-markierte bC1GalT unlöslich in 
Einschlusskörpern anreichern, die sich nach dem Aufschluss der Bakterienzellen im Pellet 
wiederfinden. Das bestätigt die bereits oben genannte Hypothese. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 62: Vergleich der Expressionsraten verschiedener bC1GalT-Konstrukte. Immunoblot mit 
Nachweis der Enzyme durch einen Anti-His6-Antikörper. Aufgetragen wurden jeweils etwa 50 µg (53,5 µg 
pET46b/36,5 µg pET22b/50,5 µg pET16b) Rohextrakt und 5 µg Eluat. 
 
Die Bande des C-terminal His6-markierten Konstrukts aus pET22 ist außerdem etwas dünner 
als die des N-terminal His6-markierten Konstrukts. Wahrscheinlich liegt  die C-terminal 
His6-markierte bC1GalT in geringerer Konzentration vor. In den Proben, in denen die 
bC1GalT ohne tag vorliegen sollte, sind keine Banden zu erkennen. Das war erwartet 
worden, denn die bC1GalT ohne His6-tag kann nicht von dem Anti-His6 Nachweisantikörper 
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erkannt werden. So lässt sich keine Aussage über die Expressionsrate der bC1GalT ohne tag 
machen, und es kann nicht nachgewiesen werden, ob auch dieses Konstrukt löslich ist oder 
zu einem Großteil in Einschlusskörpern anfällt. Aufgrund der niedrigen Aktivität und der 
fast identischen Aminosäuresequenz zu den anderen beiden Konstrukten kann aber 
angenommen werden, dass auch dieses Konstrukt in Einschlusskörpern angereichert wird. 
Bei den Eluaten erkennt man nur im Eluat aus pET46 eine Bande mit der Größe von 30 kDa 
(Abbildung 62, rechte Seite). Im Elaut aus pET22b scheint die Konzentration der bC1GalT 
unterhalb der Nachweisgrenze zu liegen und im Eluat aus pET16b ist erwartungsgemäß 
keine Bande der bC1GalT sichtbar, da die His6-Markierung fehlt. Die bC1GalT-Konstrukte 
präzipitieren also und reichern sich in Einschlusskörpern an, was niedrige Konzentrationen 
an löslichem bC1GalT-Protein und niedrige Aktivitäten zur Folge hat. Eine 
Charakterisierung und praktische Anwendung dieser Enzyme ist mit derart niedrigen 
Aktivitäten sinnlos. Aufgrund der niedrigeren Expressionsrate, niedrigen Aktivität und der 
mangelhaften Aufreinigung wurden die Eigenschaften der C-terminal His6-markierten 
bC1GalT aus dem Vektor pET22b und der bC1GalT ohne His6-Markierung aus dem Vektor 
pET16 nicht weiter charakterisiert.  
Die bC1GalT aus Vektor pET46 sollte aus den unlöslichen Einschlusskörpern isoliert 
werden, um dann die Aktivität zu untersuchen. 
 
4.4.2.5 Isolierung der bC1GalT aus Einschlusskörpern (Inclusion bodies) 
Es sollte untersucht werden, ob die aus Einschlusskörpern gelöste Enzymfraktion eine 
höhere Aktivität aufweist. Die N-terminal His6-markierte bC1GalT besitzt ein theoretisches 
Molekulargewicht von 30,3 kDa.  
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Auf dem mit Coomassie-Blau gefärbten Gel (Abbildung 63) ist im Pellet neben vielen 
anderen Banden nur undeutlich eine Bande mit einer Größe von etwa 30 kDa zu erkennen. 
Beim Rohextrakt erkennt man nur im unteren Drittel des Gels zwei Banden, der Rest ist zu 
stark gefärbt, um einzelne Banden identifizieren zu können. Im Eluat ist keine Bande mit 
dieser Größe zu erkennen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  63: Isolierung der bC1GalT aus Inclusion bodies. SDS-PAGE mit Coomassie-Blau Färbung. P 
= Pellet, Re = Rohextrakt, 150 µg, E = Eluat Ni-NTA-Aufreinigung, 5 µg, HS = in Harnstoff gelöste Inclusion 
bodies, Ref = in Rückfaltungspuffer aufgenommene HS-gelöste Inclusion bodies, ca. 50 µg, M = 
Molekulargewichtsstandard PageRuler™, SP = Eluat aus Aufreinigung über  Kationenaustauscher (SP-
Sepharose), 30 µg, HS2 = HS 3-fach konzentriert, Ref2 = Ref 2-fach konzentriert, schwarzer Pfeil = 
mutmaßliche Bande der bC1GalT.  
 
Bei den Proben der Einschlusskörper-Isolierung ist in der Fraktion, die in Harnstoff und in 
Rückfaltungspuffer gelöst wurde, neben vielen anderen Banden jeweils eine Bande von etwa 
30 kDa zu erkennen. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um die Bande der bC1GalT. 
Etwas darüber, mit einer Größe zwischen 35 und 40 kDa ist in beiden Fraktionen noch eine 
stark gefärbte Bande deutlich zu sehen. Die Identität dieser Bande kann nicht zugeordnet 
werden. Es ist aber auch nicht überraschend, dass in diesen beiden Fraktionen viele Proteine 
unterschiedlicher Größe enthalten sind, da sie noch viele E. coli-Proteine enthalten, die beim 
Lösen der Einschlusskörper mit freigesetzt wurden. In der Eluatfraktion der Aufreinigung 
über SP-Sepharose ist eine Bande etwas oberhalb der Bande in der Rückfaltungsfraktion 
erkennbar. Ob es sich dabei um die bC1GalT handelt, kann anhand dieses Gels nicht mit 
sicherheit festgestellt werden. Die beiden anderen Proben der Harnstoff- und 
Rückfaltungspuffer-Lösung sind zu stark gefärbt, um einzelne Banden erkennen zu können. 
Hier wurde eine sehr große Proteinmenge aufgetragen. Ob es sich bei der 30 kDa-Bande in 
den Fraktionen HS und Ref tatsächlich um die bC1GalT handelt, kann mit Hilfe des 
Immunoblots sicherer beurteilt werden. Im Rohextrakt (Re) in der linken Abbildung 64 ist 
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nur sehr schwach eine Bande mit der erwarteten Größe von 30 kDa zu erkennen, also 
zwischen der 25 und der 35 kDa Bande des Molekulargewichtsstandards. Deutlich tritt aber 
eine Bande dieser Größe in der Probe des Pellets hervor. Das bestätigt noch einmal, dass der 
Hauptanteil des exprimierten bC1GalT Proteins in unlöslichen Einschlusskörpern anfällt und 
daher nur in geringer Konzentration im Rohextrakt nachweisbar ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  64: Isolierung der bC1GalT aus Inclusion bodies, Nachweis der bC1GalT durch einen Anti-
His6-Antikörper im Immunoblot. P = Pellet, Re = Rohextrakt, E = Eluat Ni-NTA-Aufreinigung, (links). HS = 
in Harnstoff gelöste Inclusion bodies, Ref = in Rückfaltungspuffer aufgenommene HS-gelöste Inclusion bodies, 
M = Molekulargewichtsstandard PageRuler Prestained Protein ladder, Fermentas, SP = Eluat aus Aufreinigung 
über  Kationenaustauscher (SP-Sepharose), HS2 = HS 3-fach konzentriert, Ref2 = Ref 2-fach konzentriert 
(rechts). 
 
Im Eluat (E) der IMAC-Aufreinigung über eine Ni-NTA-Säule ist keine Bande mit der 
theoretischen Größe des N-terminal His6-markierten bC1GalT-Konstrukts aus pET46 bC1 zu 
erkennen (Abbildung 64). Wahrscheinlich ist die Konzentration des Proteins im Eluat trotz 
des Konzentrationsschritts über die Säule zu gering, um durch den Antikörper nachgewiesen 
zu werden. Ebenso ist es möglich, dass das Protein bC1GalT eine Faltung annimmt, bei der 
die His6-Markierung im inneren des Proteins liegt und nicht mit der Säule in 
Wechselwirkung treten kann, sodass eine Aufreinigung über diese Markierung nicht möglich 
ist. Auch in der Eluatfraktion SP, die über eine Kationenaustauscher-Säule gereinigt wurde, 
ist keine Bande zu erkennen. Diese Aufreinigungsmethode ist weniger spezifisch, daher war 
ein höherer Anteil an bC1GalT Protein in der Eluatfraktion erwartet worden, als im Eluat der 
IMAC. Wahrscheinlich ist auch hier die Menge an löslichem Protein zu gering, um durch 
den Antikörper nachgewiesen werden zu können. Die Fraktion, die die in Harnstoff gelösten 
Einschlusskörper (HS) enthält, weist aber auf dem Immunoblot eine stark gefärbte Bande 
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mit einer Größe von etwa 30 kDa auf. Die gleiche Bande ist auch bei der Fraktion zu sehen, 
die die in Rückfaltungspuffer verdünnte Harnstoff-Fraktion (Ref) enthält. In der Harnstoff-
Fraktion sind sonst nur einige sehr schwach gefärbte dünne Banden, hauptsächlich oberhalb 
der Hauptbande erkennbar. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um schwach unspezifisch 
markierte Proteine. Die N-terminal His6-markierte bC1GalT hat ein theoretisches 
Molekulargewicht von 30,3 kDa (Clone Manager Software/Expasy Proteomics Server – 
ScanSite Software). Dies stimmt sehr gur mit dem per linearer Regression berechneten 
Molekulargewicht von 32,42 kDa der stark gefärbten Hauptbande in den Fraktionen HS und 
Ref überein. Aufgrund der Tatsache, dass keine anderen stark gefärbten Banden auf dem 
Blot sichtbar sind und mit hoher Wahrscheinlichkeit keine anderen Proteine mit His6-
Markierung oder einer Sequenz mehrerer aufeinander folgender Histidine vorkommen, kann 
davon ausgegangen werden, das es sich bei der stark gefärbten Bande um die Bande der 
bC1GalT handelte. In den beiden Fraktionen HS2 und Ref2 mit höherer 
Proteinkonzentration ist diese Bande jeweils dicker. Die rückgefaltete bC1GalT zeigte auch 
nach Wiederholung des Experiments keinerlei Aktivität.  
Nachdem die rekombinante N-terminal His6-markierte bC1GalT aufgrund ihrer schlechten 
Löslichkeit nur eine sehr geringe Aktivität zeigte und auch nach Isolierung aus 
Einschlusskörpern nicht aktiv war, wurde versucht, die Expressionsbedingungen zu 
optimieren.  
 
4.4.2.6 Optimierung der Expression der N-terminal His6-markierten bC1GalT  
Zur Optimierung der bC1GalT Expression wurde das N-terminal His6-markierte Konstrukt 
verwendet, da dieses die höchste Aktivität von den drei zuvor untersuchten Konstrukten 
aufwies. Mit der Überlegung, dass durch Erniedrigung der Expressionsrate der bC1GalT die 
Konzentration an löslichem Protein erhöht werden könnte, wurde die Expression bei einer 
IPTG-Konzentration von 0,2 statt 1 mM induziert. Die Zellen wurden bereits nach 6 Stunden 
geerntet. Durch Verringerung der Expressionsrate haben die Proteine mehr Zeit, die richtige 
Faltung anzunhemen. (Vera et al., 2007, Gräslund et al., 2008). Das Konstrukt wurde über 
eine Ni2+-NTA-Säule aufgereinigt (Tabelle 35). 
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Tabelle  35: Aufreinigung der bC1GalT über Ni-NTA-Säule (Ausgehend von 2g Zellen, 
Induktion mit 0,2 mM IPTG (Endkonzentration im Kolben)). 
 Volumen  
[ml] 
Protein-
konzentration 
[mg/ml] 
Protein-
menge 
[mg] 
Volumetrische 
Aktivität 
[mU/ml] 
Spezifische 
Aktivität 
[mU/mg] 
Ausbeute  
[%] 
Aufr. 
Faktor 
[-] 
Rohextrakt 5 20,4 102,0 5,1 0,25   
Durchlauf 14 5,86 82,0 n. B. -   
Waschfraktion 32 0,23 7,36 n. B. -   
Elution 1 0,47 0,47 0,84 1,8 3,3 7,2 
 
Durch die Optimierung der Expressionsbedingungen konnte sowohl die 
Proteinkonzentration, als auch die Aktivität im Rohextrakt gesteigert werden. Die 
Proteinkonzentration konnte um gut 30% von 15 mg/ml auf 20 mg/ml gesteigert werden 
(Tabelle 35). Die Volumetrische Aktivität stieg von 0,9 auf 5 mU/ml, was eine Steigerung 
um das 5-fache ergibt. Folglich konnte auch die spezifische Aktivität von 0,058 auf 0,25 
mU/mg, also um das vierfache gesteigert werden. Die Aktivität im Eluat konnte auch 
gesteigert werden (1,8 mU/mg im Vergleich zu 0,3 mU/mg vor Optimierung). Allerdings ist 
auch hier die Ausbeute sehr gering. Nur 3,3% der Gesamtaktivität von 25,5 mU konnten im 
Eluat wiedergefunden werden. Da Yi bei der Erstbeschreibung dieses Enzyms (Yi et al., 
2008) kinetische Parameter wie Vmax und Km bestimmt hatte, war eine höhere Aktivität des 
Enzyms erwartet worden. Allerdings wurden von Yi et al. keine Daten über die Aktivität des 
Enzyms veröffentlicht, die zum Vergleich herangezogen werden könnten (Yi et al., 2008). 
Yi et al., hatten das Enzym in E. coli mit His6-Markierung unter den gleichen Bedingungen, 
wie in dieser Arbeit exprimiert. Die bC1GalT war aufgrund ihrer niedrigen Aktivität nicht 
für eine Anwendung wie der Markierung von IgA geeignet. Die Enzymeigenschaften 
wurden dennoch charakterisiert, zum einen, um die erhaltenen Daten mit denen von Yi et al. 
vergleichen zu können, zum anderen, da das Enzym auch als Fusionsprotein exprimiert 
wurde und ein Vergleich dieser beiden Konstrukte stattfinden sollte. Da die volumetrische 
Aktivität im Eluat mit 0,8 mU/ml sehr gering war, wurde die biochemische 
Charakterisierung mit dem Rohextrakt durchgeführt.  
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4.4.2.7 Expression der bC1 Propeptid-GalT 
Da die His6-markierten Konstrukte der bakteriellen Core 1 Galaktosyltransferase sowie das 
Konstrukt ohne Markierung in Einschlusskörpern gebildet wurden und nur eine geringe 
Aktivität zeigten, sollte die bC1GalT auch mit einem Fusionsprotein, dem Lipase Propeptid 
aus Staphylococcus hyicus exprimiert werden. Durch die Fusion mit dem Propeptid konnte 
der Anteil an löslichem Protein um ein Vielfaches gesteigert werden. (Abbildung 65). Im 
Vergleich mit dem N-terminal His6-markierten bC1GalT-Protein ohne Propeptid findet sich 
ein höherer Anteil des Fusionsproteins im Rohextrakt wieder. Im Pellet und in der Probe des 
Rohextrakts aus pProbC1GalT ist deutlich eine Bande bei etwa 70 kDa erkennbar. Bei den 
Proben aus pET-46bC1 ist nur im Pellet eine Bande von ungefähr 30 kDa, also der Größe 
des bC1GalT-Proteins zu erkennen. Im Rohexrakt ist die Konzentration anscheinend zu 
gering, um detektiert werden zu können. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 65: Vergleich der Expression der N-terminal His6-markierten bC1GalT und der Propeptid 
bC1GalT. M = Molekulargewichtsstandard, Re = Rohextrakt, P = Pellet.  Es wurden ca. 50 µg Protein im 
Rohextrakt aufgetragen. P: nicht bestimmt. pET46 = bC1GalT mit N-terminalem His6-tag, pETPro = bC1GalT-
Fusionsprotein mit N-terminalem Propeptid der Lipase aus Staphylococcus hyicus. Das Propeptid trägt N-
terminal einen His6-tag. 
 
Zum Vergleich der Expressionsrate wurden gleiche Volumina aufgetragen. Die 
Gesamtproteinkonzentration betrug 18,75 mg/ml bei pET46b. Es war bereits von anderen 
Enzymen bekannt, dass die Fusion mit dem Propeptid eine Erhöhung der Expressionsrate 
und Aktivität zur Folge hatte, so zum Beispiel bei einer humanen β1,4 GalT (Sauezapfe et 
al., 2008).  
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Die ProbC1GalT wurde über eine Ni2+-NTA-Säule im präparativen Maßstab gereinigt 
(Tabelle 36) 
Tabelle  36: Aufreinigung der Propeptid-bC1GalT über Ni2+-NTA-Säule  
 Volu-
men  
[ml] 
Protein-
konzentration 
[mg/ml] 
Protein-
menge 
[mg] 
Volumetrische 
Aktivität 
[mU/ml] 
Spezifische 
Aktivität 
[mU/mg] 
Ausbeute 
[%] 
Aufr. 
Faktor 
[-] 
Rohextrakt 17 22,2 377,4 270,2 12,17  - 
Durchlauf 14 8,123 82,0 n. B. -  - 
Waschfraktion 49 0,475 23,2 n. B. -  - 
Elution 7 0,837 5,9 2,3 2,7 0,3 - 
Auch beim Versuch die ProbC1GalT aufzureinigen, tratt ein erheblicher Verlust an Aktivität 
auf (Tabelle 36). Im Rohextrakt konnte eine volumetrische Aktivität von 270 mU/ml 
gemessen werden, im Eluat eine volumetrische Aktivität von nur 2,3 mU/ml. Sogar die 
spezifische Aktivität, bei der in Folge der Konzentrierung bei der Aufreinigung eine 
Steigerung zu erwarten war, war im Eluat mit 2,7 mU/mg niedriger, als im Rohextrakt mit 
12,2 mU/mg. Die Ausbeute betrug 0,3 %, es wurden nur  0,016 U von 4,6 U der 
Gesamtaktivität im Eluat wiedergefunden. Dass die Säule überladen wurde, kann 
ausgeschlossen werden. Die Ni2+-NTA Säule hatte ein Volumen von 10 ml. Die 
Bindungskapazität des Ni2+NTA-Materials lag bei bis zu 50 mg/ml Material, also konnten 
maximal 500 mg an die gesamte Säule binden. Es wurden maximal 400 mg Gesamtprotein 
auf die Säule aufgegeben, die bC1GalT stellt nur einen kleinen Anteil an dieser Menge. 
Selbst wenn die Säulenkapazität nachgelassen hätte und nur noch 50 mg (ein Zehntel) 
betragen hätte, hätte immer noch ein Achtel der Proteinmenge des Rohextrakts an die Säule 
binden können. Das legt die Vermutung nahe, dass die bC1GalT zwar aufgereinigt werden 
kann, aber während der Reinigung deutlich an Aktivität verliert. Wie schon für die anderen 
Konstrukte der bC1GalT diskutiert, ist es auch bei der Propeptid-bC1GalT möglich, dass 
diese instabil ist oder durch nicht identifizierte Faktoren während der Aufreinigung an 
Aktivität verliert. Die Aufreinigung wurde durch eine SDS-PAGE mit Immunoblot 
analysiert (Abbildung 66). Die bC1GalT konnte mit einem fusionierten Propeptid einer 
Lipase aus Staphylococcus hyicus löslich in E. coli exprimiert werden. Das Fusionsprotein 
besteht aus 459 Aminosäuren und hat ein theoretisches Molekulargewicht von 52,2 kDa. In 
der Probe des Rohextrakts lassen sich im Coomassie-Gel eine Reihe von Banden 
unterschiedlicher Größe erkennen. Am deutlichsten tritt eine Bande etwas unterhalb der 70 
kDa Bande des Größenstandards hervor. Im Blot erkennt man auf der Höhe der 70 kDa 
Bande des Größenstandards und etwas darunter wahrscheinlich mehrere Banden, die 
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ineinander übergehen. Im Eluat der Aufreinigung der Propeptid-bC1GalT erkennt man im 
Coomassie-Gel deutlich drei Banden bei ca. 70, 60 und 45 kDa und zwei schwach gefärbte 
Banden bei ungefähr 65 und 55 kDa. Im Immunoblot ist im Eluat nur eine Bande mit einer 
Größe von 70 kDa zu erkennen. Im Rohextrakt tritt diese Bande deutlich stärker gefärbt 
hervor. Außerdem sind im Rohextrakt noch zwei schwach gefärbte Banden bei ca. 55 kDa zu 
erkennen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  66: Expression der Propeptid-bC1GalT aus dem Vektor pProbC1. Nachweis mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Blau Färbung (links) und Immunoblot mit Anti-His6-tag Antikörper (rechts). 
Aufgetragen wurden Zell-Rohextrakt (R) und die Eluatfraktion der Aufreinigung über eine Ni-NTA-Säule (E). 
An der Seite ist jeweils das Molekulargewicht der Banden  des Größenstandards (M) angegeben (PageRuler 
Prestained Standard, Fermentas). Die Propeptid-bC1GalT hat ein theoretisches Molekulargewicht von 52 kDa.  
Dennoch erscheint die Bande, die im Coomassie-gefärbten Gel und im Immunoblot  als die des Fusionsproteins 
identifiziert wurde,  bei einer Größe von knapp 70 kDa. Es wurden 50 µg Gesamtprotein des Rohextrakts und  
16 µg Protein der Eluatfraktion aufgetragen.  
 
Aufgrund der Tatsache, dass im Immunoblot die 70 kDa-Bande sowohl im Rohextrakt, als 
auch im Eluat sehr stark hervortritt, keine weiteren Proteine erwartet werden, an die der 
Anti-His6-Antikörper binden sollte und keine weiteren Banden im Eluat sichtbar sind, wurde  
die 70 kDa Bande als die Bande des Propeptid-bC1GalT-Fusionsproteins identifiziert. Es ist 
bereits von anderen Fusionsproteinen mit dem Propeptid bekannt, dass sie im SDS-Gel und 
Immunoblot größer erscheinen, als sie es theoretisch sein sollten. Dies war zum Beispiel bei 
einer β1,4 GalT beobachtet worden (Sauerzapfe et al., 2008). Bei den anderen Banden im 
Rohextrakt kann es sich entweder um Translations-Abbruchprodukte oder unspezifisch 
detektierte Proteine handeln. Auch die Propeptid-bC1GalT konnte nur mit einem erheblichen 
Verlust aus dem Rohextrakt isoliert werden.  
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4.4.3 Expression und Aufreinigung der dC1GalT 
Die Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase aus Drosophila melanogaster (dC1GalT) wurde 
rekombinant in Hi5 Insektenzellen exprimiert.  
Die dC1GalT trägt keinen His6-tag und wurde nicht als Fusionsprotein exprimiert 
(Abbildung 67). 
 
 
 
Abbildung 67: Schematische Darstellung des Konstrukts der Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase aus 
Drosophila melanogaster. Das Konstrukt enthält die katalytische Domäne der dC1GalT (Flybase Accession 
number: CG9520, Aminosäuren 1-388). 
 
Da die Insektenzellen durch die Baculoviren, die das Gen der dC1Galt tragen, lysiert 
werden, gelangt das Protein in den Zellüberstand, was einen Zellaufschluss überflüssig 
macht. Aus 200 bis 300 ml Zellüberstand wurden im Durchschnitt 20 bis 30 ml über das 
Anionenaustauschmaterial Q-Sepharose gereinigte Enzymlösung gewonnen, die auf etwa 8 
ml konzentriert wurde. Diese wurde mit 50 % Glycerin supplementiert, um das Enzym über 
Monate stabil bei -20°C lagern zu können. Tabelle 37 zeigt exemplarisch eine Bilanz der 
Aufreinigung 
Tabelle 37: Expression der dC1GalT in Hi5 Zellen 
 Volumen 
[ml] 
Protein-
konzentration 
[mg/ml] 
Volumetrische 
Aktivität 
[mU/ml] 
Spezifische 
Aktivität 
[mU/mg] 
Gesamtaktivität 
[mU] 
Zellüberstand 240 n. b. 10,1 n. b. 2424 
Durchlauf 
Anionentauscher 
240 n. b. 2,1 n. b.  504 
Waschfraktion 150 n. b. 1,8 n. b. 270 
Eluat 1 
Anionentauscher 
13 n. b. 26,3 n. b. 342 
Eluat 2 
Anionentauscher 
10 n. b. 5,1 n. b. 51 
Eluat 1 
Konzentrat 
5 21,2 255,0 12,0 1275 
Eluat 2 
Konzentrat 
4,5 10,2 47,4 4,6 213 
 
Die Aktivität wurde bei 37°C mit 8 mM GalNAc-α-Benzyl und 0,188 mM UDP-Gal 
bestimmt wie in Kapitel 3.12.3 beschrieben. 
Im Zellüberstand war die Aktivität mit 10,1 mU/ml vergleichsweise gering. Die Aktivität 
war im ersten Eluat der Q-Sepharose-Aufreinigung typischerweise höher als im zweiten 
dC1GalT katalytische Domäne (AS 1-388) 
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Eluat. In der dritten Eluatfraktion konnte keine nennenswerte Aktivität detektiert werden. 
Beachtlich ist, dass durch das Konzentrieren der Eluate 1 und 2 um das 2-3-fache nicht nur 
die volumetrische  Aktivität steigt (bei Eluat 1 von 26 auf 255 mU/ml), sondern sogar die 
Gesamtaktivität dieser Fraktionen gesteigert werden konnte (Bei Eluat 1 von 342 auf 1275 
mU). Dieser Effekt war bereits von Schwientek bei vorangegangenen Arbeiten beobachtet 
worden (Schwientek, unveröffentlichte Ergebnisse). Das Konzentrieren scheint sich sehr 
positiv auf die Aktivität auszuwirken. Die Ursache für diesen Effekt blieb aber unbekannt. 
Die dC1Gal wies eine vielfach höhere volumetrische und spezifische Aktivität auf als die 
bakterielle und die humane Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase.  
Die dC1GalT sollte in einem SDS-Gel sichtbar gemacht werden (Abbildung  68). Die 
dC1GalT ist ein Protein von 388 Aminosäuren und hat ein theoretisches Molekulargewicht 
von 44,2 kDa. Auf dem mit Coomassie-Blau angefärbtem Gel ist am deutlichsten eine Bande 
zwischen der 55 und der 70 kDa Bande des Größenstandards zu erkennen (Abbildung 68). 
Auf dem Gel sind noch weitere Banden zu erkennen, am deutlichsten auf der Höhe der 35 
kDa Bande des Größenstandards und etwas oberhalb der 40 kDa Bande des 
Größenstandards. Letztere könnte die Bande der dC1GalT sein. Da das Enzym nicht über 
eine besondere Markierung wie zum Beispiel einen His6-tag verfügt und kein spezifischer 
Antikörper gegen das Protein existiert, kann die dC1GalT auf dem Gel nicht einwandfrei 
identifiziert werden. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  68: Expression der dC1GalT in Hi5 Zellen. Die dC1GalT hat ein theoretisches 
Molekulargewicht von 44,3 kDa. Aufgetragen wurden von aussen nach innen 20, 10 und 5 µl der dC1GalT 
Präparation. 
 
Da die dC1GalT über eine Anionenaustauschersäule aufgereinigt wurde, ist es nicht 
verwunderlich, dass noch andere Proteine in der Präparation enthalten sind, und die 
dC1GalT nicht rein vorliegt. Auch ist es nicht auszuschließen, dass die dC1GalT 
glykosyliert ist. Je nach Ausmaß der Glykosylierung könnte sie auch ein Molekulargewicht 
über oder unter 44 kDa besitzen, da Glykoproteine durch die Glykosylierung weniger SDS 
kDa 
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binden können. Also könnten auch größere oder kleinere Banden auf dem Gel die dC1GalT 
darstellen. 
 
4.5 Charakterisierung von Core 1 β1,3 Galaktosyltransferasen 
Um die klonierten Galaktosyltransferasen in späteren Anwendungen optimal nutzen zu 
können, war es notwendig eine genaue Charakterisierung der Enzyme durchzuführen. 
 
4.5.1 Biochemische Charakterisierung der bC1GalT und der bC1 Propeptid-
GalT 
Um die Auswirkungen des Propeptids auf die Aktivität und die Eigenschaften der bC1GalT 
zu zeigen, werden nachfolgend die Charakteristika der N-terminal His6-markierten bC1GalT 
und der Propeptid-bC1GalT verglichen. Zum Nachweis der Core 1 Aktivität der bC1GalT-
Konstrukte wurde zuerst das Reaktionsprodukt per HPLC-ESI-MS identifiziert (Abbildung 
69). 
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Abbildung 69: Nachweis der bC1GalT-Aktivität per HPLC-MS. HPLC-Chromatogramm der Trennung der 
Reaktionsprodukte und  –edukte der bC1GalT bei 205 nm. Die Trennung erfolgte über eine LiChrospher-Säule 
(CS, Langerwehe) über 45 Minuten mit 15% Acetonitril in H2O als Laufmittel. Der erste Peak entspricht dem 
Edukt UDP-Galaktose, der zweite Peak dem Produkt Galβ1,3GalNAc-α-Benzyl, der dritte dem Edukt GalNAc-
α-Benzyl (obere Abbildung). Dem zweiten Peak konnte per MS eindeutig eine Masse von m/z= 472,2 [M-H] 
zugeordnet werden. Dies entspricht der Masse von Galβ1,3GalNAc-α-Benzyl –H 
 (untere Abbildung). 
 
Die Übertragung von Galaktose auf GalNAc-α-Benzyl durch die bC1GalT konnte per 
HPLC-MS nachgewiesen werden. Per HPLC/ESI-MS konnte in einem Aktivitätstestansatz 
der bC1GalT  eindeutig ein Peak mit einer Masse m/z = 472,2 detektiert werden. Dieser 
Peak konnte anhand der Retentionszeit eines Standards dem Peak des erwarteten Produkts 
Galβ1,3GalNAc-α-Benzyl zugeordnet werden. Allerdings kann in der MS die Art der 
Bindung nicht zweifelsfrei geklärt werden. Es ist aufgrund dieser Ergebnisse theoretisch 
nicht auszuschließen, dass die Bindung eine andere als eine β1,3-Bindung ist. Yi (Yi et al., 
2008) hatte aber bei der Identifizierung des Enzyms nachweisen können, dass es eine β1,3-
Bindung knüpft. Da sich die bC1GalT nur mit sehr hohen Verlusten an Aktivität und 
Proteinkonzentration aufreinigen ließ, wurden die biochemischen Eigenschaften des Enzyms 
im Rohextrakt bestimmt.  Die Propeptid bC1GalT zeigte in allen Untersuchungen eine 
0
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mindestens zehn bis zwanzigfach höhere Aktivität als die N-terminal His6-markierte 
bC1GalT (Abbildung 70). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 70: Vergleich der Aktivität der bC1GalT (untere, schwarze Linie) und der Propeptid 
bC1GalT (obere, blaue Linie). Die Produktbildung wurde mit 4 mM UDP-Gal und 15 mM GalNAc-α-Benzyl 
bei 37°C nach einer Inkubation von zwei Stunden im Rohextrakt gemessen. 
  
Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37°C mit 4 mM UDP-Gal und 15 mM 
GalNAc-α-Benzyl konnte bei der Propeptid-bC1GalT ein Umsatz von 301 nmol   gemessen 
werden, was einer Aktivität von 83,7 mU/ml entspricht. Bei der N-terminal His6-markierten 
konnten  nur  49,4 nmol (entspricht 13,7 mU/ml) detektiert werden. Dabei ist zu beachten, 
dass insbesondere der Aktivitätswert der Propeptid-bC1GalT nicht exakt ist, da zum 
Zeitpunkt der Bestimmung schon keine Linearität des Umsatzes mehr gegeben war. Der 
tatsächliche Aktivitätswert liegt wahrscheinlich höher. Die beiden Enzyme wurden unter den 
gleichen Bedingungen (Induktion nach 3 h mit 0,2 mM IPTG, bei 25°C für 6 h, siehe Kapitel 
(4.4.2.6) exprimiert. 
 
Beide Konstrukte der bC1GalT waren abhängig von zweiwertigen Metallionen. Wie in 
Abbildung 71 ersichtlich, bevorzugten sowohl die bC1GalT, als auch die Propeptid-
bC1GalT Mn2+ als Cofaktor. Die relative Aktivität mit Mg2+, Co2+ und Cu2+ war bei beiden 
Enzymkonstrukten etwa gleich. Die zweithöchste Aktivität, 44 % Restaktivität (Propeptid-
bC1GalT) bzw. 49,7 % Restaktivität (N-term. His6-bC1GalT) wurde mit Magnesium als 
Cofaktor erzielt. Mit Nickel als Cofaktor war die Restaktivität beim Fusionsprotein 
Propeptid-bC1GalT mit   13,7 % etwas höher, als bei der bC1GalT mit 3 %. Mit ZnCl2 als 
Cofaktor zeigte die Propeptid-bC1GalT eine deutlich höhere Restaktivität als die bC1GalT, 
nämlich 27 % im Vergleich zu 5 %. Beide Konstrukte zeigten ohne Metallionen keine 
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Aktivität. In Anwesenheit von CoCl2 beträgt die Restaktivität nur noch 10,6 % (N-term. 
His6-bC1GalT) bzw. 12,79% (Propeptid-bC1GalT). FeCl2 und CuCl2 können nur sehr 
schlecht als Cofaktoren dienen, hier beträgt die Restaktivität jeweils  3,1 und 0,24 % der 
Ursprungsaktivität (bC1GalT) bzw. 0 % und 7,91%   (Propeptid-bC1GalT). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 71: Abhängigkeit der Propeptid-bC1GalT und der N-terminal His6-markierten bC1GalT von 
zweiwertigen Metallionen als Cofaktor. Die Bestimmung erfolgte bei einer Donor- und 
Akzeptorkonzentration von jeweils 4 mM und 15 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in 20 mM Tris-Puffer 
bei pH 8,0 und 37°C.  Die Metallionenkonzentration berug jeweils 20 mM. 100 % entsprachen einer Aktivität 
von 214 mU/ml bei der Propeptid-bC1GalT und 4,8 mU/ml bei der bC1GalT. 
 
Bei der ersten Charakterisierung des Enzyms durch Yi und Mitarbeiter (Yi et al., 2008) 
wurde die Metallionenabhängigkeit in Anwesenheit von 10 mM Metallion untersucht. Auch 
nach Yi et al., zeigte die bC1GalT die höchste Aktivität in Anwesenheit von MnCl2. Bei 
MgCl2 konnte jedoch, im Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen eine Restaktivität 
von ca. 80 % gefunden werden, nicht wie hier von 50 %. CoCl2 wurde nicht von Yi 
untersucht. Mit NiCl2 und ZnCl2 konnte Yi eine Restaktivität von 10 bis 20 % messen. Da 
die hier verwendete Metallionenkonzentration doppelt so hoch ist, wie die von Yi (Yi et al., 
2008) verwendete, ist es nicht auszuschließen, dass diese Tatsache Auswirkungen auf das 
Ergebnis hatte. Die Aktivität kann bei einer Steigerung der Metallionenkonzentration von 10 
auf 20 mM noch gesteigert werden. Bei Abwesenheit von zweiwertigen Metallionen, wie 
hier nachgewiesen durch Zusatz des Chelatbildners EDTA, konnte keine nennenswerte 
Aktivität (0,02 mU/ml) nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis demonstriert die 
Abhängigkeit der Enzymkonstrukte von Metallionen, insbesondere Mangan(-chlorid), als 
Cofaktor. 
Auch die Auswirkung des pH-Werts auf die Aktivität der bC1GalT-Konstrukte wurde 
untersucht. Wie aus Abbildung 72 ersichtlich, zeigte die N-terminal His6-markierte bC1GalT 
die höchste Aktiviät bei einem pH-Wert von 8,5. Bei diesem pH-Wert betrug die Aktivität 
im Rohextrakt 4,8 mU/ml. Bei pH-Werten von 5 bis etwa 7,5 zeigte das Enzym eine 
Metallionenabhängigkeit der ProbC1GalT und der 
bC1GalT
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Restaktivität von um 60% (entspricht ca. 3 mU/ml). In der Literatur sind bisher keine Daten 
zum pH-Optimum der bC1GalT veröffentlcht worden. Yi (Yi et al., 2008) führte die 
kinetischen Untersuchungen bei einem pH-Wert von 7,5 durch. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 72: Abhängigkeit der Propeptid-bC1GalT-Aktivität und der N-terminal His6-markierten 
bC1GalT vom pH-Wert. Die Bestimmung erfolgte bei einer Donor- und Akzeptorkonzentration von jeweils 4 
mM und 15 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in 100 mM Tris-Puffer mit den pH-Werten pH 5,0, 5,5, 6,0, 
6,5, 7,5, 8,0, 8,5 und 9,0 in Anwesenheit von 20 mM MnCl2 bei 37°C. 100% entsprachen einer Aktivität von 
494 mU/ml der Propeptid-bC1GalT und 4,8 mU/ml der bC1GalT.  
 
Im Gegensatz zur bC1GalT konnte für die Propeptid-bC1GalT kein eindeutiges pH-
Optimum bestimmt werden (Abbildung 72). Die höchsten Aktivitätswerte ergaben sich bei 
pH-Werten von 6,5 und 9,0. Die niedrigste Aktivität wurde bei einem pH-Wert von 5,5 
gemessen. Die Werte schwankten jedoch relativ stark und es war kein Trend abzulesen. Die 
Restaktivität sank ähnlich wie bei der bC1GalT über einen breiten pH-Bereich von pH 5 bis 
pH 9 nicht unter 65 %.  
Auch das Temperaturoptimum wurde für beide Enzymkonstrukte der bC1GalT bestimmt 
(Abbildung 73). Die N-terminal His6-markierte bC1GalT zeigte die höchste Aktivität bei 
einer Temperatur von 50°C. Das Temperaturoptimum der Propeptid-bC1GalT lag bei 55°C 
und lag damit leicht über dem der bC1GalT ohne Propeptid (Abbildung 73). Insgesamt 
zeigte das Fusionsprotein eine ähnliche Temperaturstabilität wie die bC1GalT und war über 
den gesamten untersuchten Temperaturbereich von 20 bis 60°C aktiv mit Aktivitäten nicht 
unter 48 %. 
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Abbildung 73: Abhängigkeit der Propeptid-bC1GalT-Aktivität und der N-terminal His6-markierten 
bC1GalT von der Temperatur. Die Bestimmung erfolgte bei einer Donor- und Akzeptorkonzentration von 
jeweils 4 mM und 15 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in Tris-Puffer pH 8,0 in Anwesenheit von MnCl2 
bei Temperaturen von 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 und 60 °C. 100% entsprachen einer Aktivität von 798 
mU/ml bei der Propeptid-bC1GalT und 19,7 mU/ml bei der bC1GalT. 
 
Das Fusionsprotein zeigte einen schwachen positiven Effekt auf die Temperatur- und pH-
Stabilität des Enzyms. Bei Temperatur- und pH-Werten jenseits des Optimums war die 
Restaktivität etwas höher als bei dem Enzym ohne Propeptid. Aus der Literatur sind keine 
Daten zum Temperaturoptimum der bC1GalT bekannt. Yi  (Yi et al., 2008) veröffentlichte 
keine Daten zum Temperaturoptimum, er führte jedoch seine kinetischen Bestimmungen bei 
37°C durch.  
Für die N-terminal His6-markierte sowie die Propeptid-bC1GalT wurden die kinetischen 
Daten bestimmt (Tabelle 38).  
 
Tabelle 38: Kinetische Charakterisierung der N-terminal His6-markierten- und der 
Propeptid-bC1GalT 
  Km app 
[mM] 
KiS app 
[mM] 
Vmax app 
[mU/ml] 
Vmax app 
[mU/mg] 
N-terminal His6-
markierte 
bC1GalT 
UDP-Gal 1,15 - 22,97 0,93 
 
GalNAc-α-
Benzyl 
7,11 - 34,62 1,4 
Propeptid-
bC1GalT 
UDP-Gal 0,47 61,5 459,8 27,7 
 
GalNAc-α-
Benzyl 
3,96 - 493,8 29,71 
 
Die Kinetik der N-terminal His6-markierten bC1GalT wurde mit Enzym-Rohextrakt bei 
45°C in Tris-Puffer pH 8,0 mit 20 mM MnCl2 bestimmt. Bei Untersuchung der Donorkinetik 
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betrug die Konzentration des Akzeptors (GalNAc-α-Benzyl) 15 mM, bei Untersuchung der 
Akzeptorkinetik betrug die Konzentration des Donors (UDP-Gal) 8 mM. Die Kinetik der 
Propeptid-bC1GalT wurde mit Rohextrakt bei 45°C in Tris-Cl pH 8,0 (0,1 M) mit 20 mM 
MnCl2 bestimmt. Bei Untersuchung der Donorkinetik betrug die Konzentration des 
Akzeptors (GalNAc-α-Benzyl) 16 mM, bei Untersuchung der Akzeptorkinetik betrug die 
Konzentration des Donors (UDP-Gal) 8 mM. Eine Substratinhibierung trat nur bei der 
Propeptid-bC1GalT mit Galaktose auf. 
Die Abbildungen sind im Anhang (Kapitel 7.9) zu finden. Für die bakterielle C1 GalT 
konnte ein apparenter Km-Wert für den Donor UDP-Galaktose von 1,15 mM ermittelt 
werden. Vmax app lag bei 0,93 mU/mg bzw. 22,97 mU/ml Rohextrakt. Yi (Yi et al., 2008) 
hatte jedoch einen Km-Wert für UDP-Galaktose von 31 µM bestimmt. Die große Diskrepanz 
zwischen diesen Werten kann zum einen an der Nachweismethode liegen (Yi bestimmte den 
Km-Wert mithilfe radioaktiv markierter UDP-Galaktose) und zum anderen an der Tatsache, 
dass Yi (Yi et al., 2008) die Bestimmung nicht im Rohextrakt, sondern mit gereinigtem 
Enzym durchführte. Yi et al. (Yi et al., 2008) führten die kinetischen Untersuchungen bei 
37°C in 20 mM Tris-Cl pH 7,5 mit 10 mM MnCl2 durch.  
Für den Akzeptor GalNAc-α-Benzyl wurde hier ein vergleichsweise hoher Km app-Wert von 
7,11 mM ermittelt. Da das Enzym eine sehr niedrige volumetrische sowie spezifische 
Aktivität zeigt, ist es nicht verwunderlich, dass es eine niedrige Affinität zum Substrat hat. 
Für Vmax app wurde ein Wert von 34,62 mU/ml bzw. 1,4 mU/mg ermittelt. Von Yi und 
Mitarbeitern wurde ein Km-Wert für GalNAc von 16 mM gefunden (Yi et al., 2008). Da das 
Enzym, die bakterielle bC1GalT noch nicht umfassend charakterisiert wurde, ist nicht 
auszuschließen, dass es noch weitere Reaktionen katalysieren kann und die Übertragung von 
UDP-Galaktose auf GalNAc-R nur eine Nebenreaktion darstellt. Allerdings untersuchte Yi 
auch die Aktivität des Enzyms mit den Substraten UDP-GalNAc, UDP-Glc und GDP-Fuc, 
konnte dabei aber keine nennenswerte Aktivität feststellen. Bisher ist keine weitere Reaktion 
des Enzyms bekannt. Yi und Mitarbeiter (Yi et al., 2008) fanden die höchste Aktivität 
(105%) mit GalNAc-α-Benzyl als Akzeptor, eine etwas verringerte Aktivität (100%) mit 
GalNAc als Akzeptor. Das Fusionsprotein ProbC1GalT hatte einen Km-Wert für UDP-
Galaktose von 0,47 mM. Im Vergleich dazu war der Km-Wert des bC1GalT-Enzyms ohne 
Propeptid mit 1,15 mM etwa doppelt so hoch, seine Affinität zum Substrat also geringer. 
Dementsprechend zeigte es auch eine bedeutend niedrigere Aktivität. Die maximale 
Substratumsatzgeschwindigkeit Vmax der ProbC1GalT betrug 459,8 mU/ml, die der bC1GalT 
ohne Propeptid nur 22,97 mU/ml. Die spezifische maximale Umsatzgeschwindigkeit Vmax 
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betrug bei der ProbC1GalT 27,7 mU/mg, bei der bC1GalT nur 0,97 mU/mg.  Allerdings 
zeigte das Fusionsprotein eine Substratinhibierung für das Donorsubstrat, und zwar lag KiS 
app bei 61,5 mM. Das Enzym ohne Propeptid zeigte keine Substratinhibierung. Die 
ProbC1GalT zeigte maximale Aktivität bei 55°C. Die Kinetik wurde aber bei 45°C 
untersucht, damit die Werte mit denen der bC1GalT exakter verglichen werden konnten. Es 
ist wahrscheinlich, dass bei Untersuchung der Kinetik der ProbC1GalT bei 55°C noch 
höhere Aktivitäten erreicht werden. Der Km app-Wert der Propeptid-bC1GalT für den 
Akzeptor GalNAc-α-Benzyl lag unter dem der bC1GalT. Die Propeptid-bC1GalT hatte einen 
apparenten Km-Wert für GalNAc-α-Benzyl von 3,96 mM, der apparente Km-Wert der 
bC1GalT dagegen lag bei 7,1 mM. Demnach hatte die ProbC1GalT eine deutlich höhere 
Affinität zum Substrat. Die volumetrische Maximalgeschwindigkeit erreichte mit Vmax app = 
493,8 einen ca. 14-fach höheren Wert als die der bC1GalT mit nur 34,6 mU/ml. Vmax der 
spezifischen Aktivität lag bei 29,71 mU/mg und war damit sogar um das 20-fache höher als 
der Wert der bC1GalT. Das Fusionsenzym ProbC1GalT zeigte damit ähnliche Eigenschaften 
hinsichtlich des pH-Werts, der Temperatur und Metallionen, aber es zeigte eine wesentlich 
höhere Aktivität als die bC1GalT ohne Propeptid. Zum einen lag das an der größeren Menge 
an löslichem Protein, die gebildet werden konnte und sich nicht in Einschlusskörpern 
anreicherte (vergleiche Immunoblot, Kapitel 4.1.2.2). Zum anderen ist auch denkbar, dass 
das Propeptid nicht nur die Löslichkeit erhöht, sondern sich auch auf die Faltung des 
Proteins auswirkt. Durch das Propeptid (zum Beispiel durch Interaktion verschiedener 
Sekundärstrukturen) könnte die ProbC1GalT eine Konformation einnehmen, die sich positiv 
auf die Aktivität auswirkt. Um genauere Rückschlüsse ziehen zu können, müssten aber 
Strukturanalysen erfolgen.  
 
Akzeptorsubstrate der bC1 Galaktosyltransferase-Konstrukte 
Im Hinblick auf eine mögliche Synthese von Glykokonjugaten sollte untersucht werden, 
welche Akzeptorsubstrate von der N-terminal His6-markierten und der Propeptid-bC1GalT 
akzeptiert wurden. Dazu wurden GlcNAc-β-Benzyl und GalNAcβ1,4GlcNAc-tBOC, die 
keine natürlichen Substrate  der bC1GalT sind (Yi et al., 2008) als Akzeptoren untersucht. 
Sowohl die bC1GalT, als auch ProbC1GalT zeigten eine deutliche Präferenz für GalNAc-α-
Benzyl als Akzeptor (Abbildung 74). Dabei entsprach eine relative Aktivität von 100% einer 
volumetrischen Aktivität von 1017 mU/ml (Propeptid-bC1GalT) bzw. 4,5 mU/ml 
(bC1GalT). Mit GlcNAc-β-Benzyl als Akzeptor konnte bei der bC1GalT eine Restaktivität 
von 28,9 % (1,3 mU/ml) gemessen werden, bei der Propeptid bC1GalT waren es nur 6,3 % 
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(64,1 mU/ml). Die Produkte wurden per HPLC-MS identifiziert (siehe Anhang, Kapitel 6). 
Vergleichbare Werte liegen für die bC1GalT nicht vor, Yi hatte bei der ersten 
Charakterisierung des Enzyms GlcNAc nicht als Akzeptor untersucht (Yi et al., 2008). 
Etwas besser konnten beide Enzyme LacDiNAc-tBOC (GalNAc-β1,4GlcNAc-β-tBOC) 
umsetzen. Die Restaktivität betrug 33,3 % (1,5 mU/ml) bei der bC1GalT und 14,7 % (149,5 
mU/ml) bei der Propeptid-bC1GalT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 74: Akzeptanz von Molekülen als Akzeptorsubstrat der bC1GalT und der Propeptid-
bC1GalT.  Die Untersuchung fand bei 50°C und pH 8,0 statt. Die Konzentration an Donor (UDP-Galaktose) 
betrug 6 mM, die des Akzeptors 5 mM.  100% entsprachen bei der N-terminal His6-markierten bC1GalT einer 
Aktivität von 4,5 mU/ml und bei der Propeptid-bC1GalT von 1017 mU/ml. 
 
Diese Ergebnisse bestätigten die Präferenz des Enzyms für GalNAc im Gegensatz zu 
GlcNAc. Allerdings zeigte dies auch, dass ein GalNAc-α verknüpftes Substrat besser 
akzeptiert wird, als ein β-verknüpftes. Damit konnten erste Daten von Yi bestätigt werden. 
Yi hatte gezeigt, dass die bC1GalT mit GalNAc-β-OMe als Akzeptor nur eine Restaktivität 
von 15% hatte. Bei GalNAc-α-OMe waren es dagegen 105 % (100% wurden bei GalNAc als 
Substrat gemessen, Yi et al., 2008).  
 
4.5.2 Charakterisierung der Drosophila melanogaster Core 1 β1,3 
Galaktosyltransferase 
Die dC1GalT sollte in Bezug auf ihre Anforderungen an Donor- und Akzeptorkonzentration, 
präferierte Metallionen als Cofaktor und auf optimale Temperatur-und pH-Bedingungen 
charakterisiert werden. Wie in Abbildung 75 ersichtlich, benötigt die dC1GalT wie die 
meisten Glykosyltransferasen ein zweiwertiges Metallkation als Cofaktor. Das Metallion 
wirkt als Katalysator und ist außerdem für die Initiierung des Mechanismus der Donor- und 
Akzeptorbindung verantwortlich (Breton et al., 2006, Ramakrishnan et al., 2004) Die 
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höchste Aktivität wurde mit Manganchlorid als Cofaktor erreicht. Daneben eignete sich auch 
Eisenchlorid (FeCl2) als Cofaktor, es wurde eine Restaktivität von ca. 60 % beobachtet. Eine 
nur sehr schwache Restaktivität zwischen 5 und 10 % zeigt das Enzym in Anwesenheit von 
Kupferchlorid und Kobaltchlorid. Keine Aktivität wird allerding in Anwesenheit von 
Magnesiumchlorid und Calciumchlorid oder in Abwesenheit von Metallionen beobachtet. 
Für alle nachfolgenden Versuche wurde daher Manganchlorid verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 75: Abhängigkeit der dC1GalT-Aktivität von zweiwertigen Metallionen als Cofaktor. Die 
Bestimmung erfolgte bei einer Donor- und Akzeptorkonzentration von jeweils 4 mM (UDP-Gal und GalNAc-
α-Benzyl) in Mes-Puffer bei pH 6,5 in Anwesenheit von DTT (20 mM) und Triton bei 37°C.  Die 
Metallionenkonzentration berug jeweils 10 mM. 0 = Kein Metallion. 100 % entsprachen einer Aktivität von 
1002 mU/ml. 
 
Der Einsatz von Eisenchlorid als Cofaktor eignet sich nur bedingt, da es mit Eisenchlorid 
schon zu einem erheblichen Aktivitätsverlust von 40 % gegenüber Manganchlorid kommt. 
Mit Magnesiumchlorid und Kalziumchlorid als Cofaktor wurde keine Aktivität gemessen. In 
einer Publikation von Müller et al. (Müller et al., 2005) wurden drei D. melanogaster 
Genprodukte untersucht, die Homologie zu Mucin-Typ β1-3 GalTs aufweisen. Eines davon, 
CG9520 ist die auch in dieser Arbeit verwendete dC1GalT. Allerdings wurden die Enzyme 
von Müller in Sf9-Zellen mit einem N-terminalem FLAG-tag exprimiert, und nicht wie in 
dieser Arbeit in Hi5-Zellen ohne einen Tag. Auch wurden die Enzyme von Müller et al. 
anhand des FLAG-Tags aufgereinigt und nicht, wie hier über einen Anionenaustauscher. 
Von Müller et al. liegen keine umfassenden Studien zur Aktivität der GalTs vor. Die von 
Müller et al. beschriebenen GalTs benötigen alle Mangan als Cofaktor und zeigten die 
höchste Aktivität bei 25°C und einem pH-Wert von 6,6 in Anwesenheit von 0,4 % (v/v) 
Triton X-100. Die Abhängigkeit von Mangan als Cofaktor konnte auch in dieser Arbeit 
bestätigt werden. Allerdings konnte auch Aktivität mit anderen Metallionen gezeigt werden. 
Zur Akzeptanz von anderen zweiwertigen Metallionen außer Mangan2+ als Cofaktor sind 
bisher keine Daten veröffentlicht. Ein pH-Wert von 6,5 war für die dC1GalT optimal 
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(Abbildung 76). Das in dieser Arbeit bestimmte pH-Optimum von 6,5 stimmte sehr gut mit 
dem von Müller et al. gefundenen von 6,6  überein  (Müller et al., 2006).  
Doch auch bei höheren pH-Werten zeigte das Enzym noch eine hohe Aktivität. So wurde bei 
einem pH-Wert von 7,5 noch eine Restaktivität von 80 % und bei pH 8,0 noch eine 
Restaktivität von 60 % beobachtet. Bei einem pH-Wert von 6,0 liegt ebenfalls eine 
Restaktivität von 60 % vor, bei tieferen pH-Werten nimmt die Aktivität jedoch sprunghaft ab 
und so zeigte die dC1GalT bei pH 5,5 oder 5,0 fast gar keine Aktivität (um 1% Restaktivität) 
mehr. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 76: Abhängigkeit der dC1GalT-Aktivität vom pH-Wert. Die Bestimmung erfolgte bei einer 
Donor- und Akzeptorkonzentration von jeweils 4 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in Mes-Puffer mit den 
pH-Werten pH 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,5 und 8,0 in Anwesenheit von MnCl2, DTT und Triton bei 37°C. 100 % 
entsprachen einer Aktivität von 1040 mU/ml. 
 
Die dC1GalT zeigte in einem breiten Temperaturspektrum hohe Aktivitäten. Bei 
Temperaturen zwischen 30 und 40 °C lagen nur minimale Unterschiede in der Aktivität vor 
(Abbildung 77). Es ließ sich ein Temperaturoptimum von 37,5 °C bestimmen. Zwischen 30 
und 40°C betrug die Restaktivät 95 bis 99 %. Bei Temperaturen über 40°C nahm die 
Aktivität drastisch ab. Bei 45°C lag nur noch eine Restaktivität von etwa 30 % vor. Auch bei 
Temperaturen unter 30°C nahm die Aktivität stark ab. Ein weiteres, niedrigeres 
Temperaturoptimum ließ sich bei 20°C finden. Hier betrug die Restaktivität 75 %, während 
die Restaktivität bei 25°C 69 % und die bei 15°C nur 49 % betrug. 
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Abbildung  77: Abhängigkeit der dC1GalT-Aktivität von der Temperatur. Die Bestimmung erfolgte bei 
einer Donor- und Akzeptorkonzentration von jeweils 4 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in Mes-Puffer 
pH 6,5 in Anwesenheit von MnCl2, DTT und Triton X-100 bei Temperaturen von 15, 20, 25, 30, 32,5, 35, 37,5 
und 40°C. 100 % entsprachen einer Aktivität von 1223 mU/ml. 
 
Diese Werte stimmten nicht mit den Angaben von Müller und Mitarbeitern überein, die 
berichteten, dass die dC1GalT Enzyme bei 25°C ihre höchste Aktivität zeigten.  
Die dC1GalT zeigte eindeutig eine Abhängigkeit von der Präsenz des reduzierenden Agens 
DTT (Abbildung 78). Nur in Anwesenheit von DTT zeigte das Enzym eine hohe Aktivität 
(>100 mU/ml). Bei Ansätzen ohne DTT betrug die Restaktivität lediglich 4 bis 5 %. Daraus 
ist zu schließen, dass die dC1GalT ihre maximale Aktivität nur entfalten kann, wenn sie in 
der reduzierten Form vorliegt, bzw. die Disulfidbrücken reduziert sind. Müller et al. (Müller 
et al., 2005) erwähnten einen Einsatz von reduzierenden Agenzen nicht. Ob Müller et al. die 
Aktivität unter reduzierenden Bedingungen  untersuchte, ist unklar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 78: Abhängigkeit der dC1GalT-Aktivität von DTT und Triton X-100. Die Bestimmung 
erfolgte bei einer Donor- und Akzeptorkonzentration von jeweils 4 mM (UDP-Gal und GalNAc-α-Benzyl) in 
Mes-Puffer pH 6,5 in Anwesenheit von MnCl2 bei 37°C. 0 = ohne DTT und ohne Triton X-100.  
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Die dC1GalT zeigte eine hohe Stabilität. Das konzentrierte Q-Sepharose-Eluat war bei 
Lagerung in 50% Glycerin und -20°C über zwei Jahre lang stabil, mit einem 
Aktivitätsverlust von lediglich etwa 12% (Abbildung 79). Die Aktivität sank dabei von 1434 
mU/ml auf 1264 mU/ml, was einer Restaktivität von 88 % entspricht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  79: Lagerungsstabilität der dC1GalT bei -20°C in 50% Glyzerin.  
 
 
Die dC1GalT wurde kinetisch charakterisiert (Tabelle 39). 
 
Tabelle 39: Kinetisch Daten der dC1GalT exprimiert in Hi5 Insektenzellen  
dC1GalT Km [mM] Vmax  
(Volumetrische Aktivität)  
[mU/ml] 
Vmax  
(Spezifische Aktivität) 
[mU/mg] 
UDP-Galaktose 2,68  1233,4  58,7 
GalNAc-α-Benzyl 0,67 1835,1  84,6 
 
Der Km-Wert für den Donor UDP-Galaktose lag bei 2,68 mM. Vmax betrug 1233,35 mU/ml 
bzw. 58,7 mU/mg. Die niedrige spezifische Aktivität kommt dadurch zustande, dass die 
dC1GalT nur über eine Anionenaustauschchromatografie aufgereinigt wurde und die 
Enzympräparation daher mit geringer Reinheit aber hoher Proteinkonzentration vorlag. Der 
Km-Wert für den Akzeptor GalNAc-α-Benzyl lag bei 1,4 mM. Die Drosophila C1GalT 
zeigte eine typische Michaelis Menten Kinetik. Der Wert Vmax lag bei 1835,1 mU/ml, was 
für eine Galaktosyltransferase ein hoher Wert ist. Bisher gibt es noch keine Vergleichswerte 
aus der Literatur. Bei der ersten Beschreibung einer Drosophila Core 1 Galaktosyltransferase 
in der Literatur wurde kein Km-Wert veröffentlicht (Müller et. al., 2005).  Von homologen 
Enzymen anderer Spezies sind kinetischen Daten veröffentlicht. Ju (Ju et al., 2006) konnte 
die Core 1 GalT (T-Synthase) aus C. elegans rekombinant in Hi5-Insektenzellen 
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exprimieren. Das native und das rekombinant exprimierte Enzym zeigten ähnliche 
Aktivitäten. In einem Aktivitätsassay mit 1 mM GalNAc-α-O-Phenyl als Akzeptor und 400 
µM UDP-Galaktose als Donor konnte Ju Aktivitäten von 0,1-0,2 mU/mg nachweisen.  Km-
Werte sind für dieses Enzym bisher noch nicht veröffentlicht (Ju et al., 2006).  Ebenfalls von 
Ju wurde die Core 1 GalT der Ratte charakterisiert. Das Enzym wurde aus Leberzellen der 
Ratte präpariert. Im Überstand der Zellpräparation konnte eine volumetrische Aktivität von 
1,7 mU/ml und eine spezifische Aktivität von 0,048 mU/mg gemessen werden. Das über 
mehrere Schritte aufgereinigte Enzym hatte eine volumetrische Aktivität von 51 mU/ml und 
eine sehr hohe spezifische Aktivität von 3,4 U/mg (Ju et al., 2002). Die Core 1 GalT der 
Ratte hat einen Km app für UDP-Gal von 630 µM und einen IC50-Wert für UDP von 1,4 mM. 
Der Km-Wert für den Akzeptor GalNAc-α-O-Phenyl lag bei 760 µM und Vmax betrug 3,4 
U/mg (Ju et al., 2002) Viele Galaktosyltransferasen haben niedrigere Km-Werte im Bereich 
von 10-80 µM. So hat zum Beispiel die Core 1 Galaktosyltransferase aus der Mukosa der 
Luftröhre des Schweins einen Km-Wert für UDP-Gal von 20 µM (Ju et al., 2002, Mendicino 
et al., 1982). Für das humane Enzym liegen bisher noch keine kinetischen Daten vor.  
 
4.6 IgA als Akzeptor der Galaktosyltransferasen 
 
4.6.1 Nachweis des Transfers von radioaktiv markierter Galaktose durch die 
dC1GalT und bC1GalT auf IgA 
In bisher veröffentlichten Studien zur Analyse der IgA1 O-Glykane wurden neben Maldi-
ToF-MS und ähnlichen Techniken oft auch einfache Lektin-basierende ELISA-Techniken 
genutzt. Auch in vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe Elling wurden Lektine zur 
Analyse der IgA1 O-Glykosylierung genutzt (Anne Kruchen, Diplomarbeit). Aufgrund der 
Mikroheterogenität der IgA1 O-Glykosylierung liegen in einer Serumprobe IgA1-Moleküle 
mit verschiedenen Glykosylierungsmustern vor. Bei sogenannten ELLAs (Enzyme-linked 
lectin assays) kann anhand der Absorption nicht der exakte Glykosylierungsgrad der Probe 
festgestellt werden. Es können lediglich relative Aussagen über den Glykosylierungsgrad im 
Vergleich zu anderen Proben getroffen werden. Bisher konnte als eine Art Standard nur 
deglykosyliertes IgA1 herangezogen werden, das ein Maß für die Absorption bei (nahezu) 
vollständigem Fehlen der Glykane oder der zu analysierenden Zuckerreste war. Dies war 
also eine Art Negativkontrolle. Um auch eine Positivkontrolle zu erhalten, sollte untersucht 
werden, ob ein Enzym, in diesem Fall eine β1,3GalT existiert, das fähig ist, Galaktose auf 
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IgA1 zu übertragen. Durch die enzymatische Galaktosylierung von IgA1 sollte ein komplett 
galaktosylierter Standard geschaffen werden, der als Positivkontrolle für IgA1 O-
Glykosylierung dienen sollte. Auch sollte untersucht werden, ob ein Enzym radioaktiv oder 
mit einer chemischen Reportergruppe markierte UDP-Galaktose auf untergalaktosyliertes 
IgA1 übertragen kann. Dies sollte dazu dienen, das Galaktosedefizit von IgA1-Molekülen 
aus IgAN-Proben zu quantifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine 
enzymatische Galaktosylierung zur Quantifizierung der Untergalaktosylierung von IgA1 bei 
IgAN und damit zur Diagnose dieser Erkrankung in einem serodiagnostischen Test genutzt 
werden kann. Radioaktiv markierte Galaktose wurde in einen Galaktose-Transfer-Ansatz mit 
der dC1GalT und IgA eingesetzt. Das IgA wurde mit einem Anti-IgA Antikörper an eine 
Mikrotiterplatte gebunden und die übertragene Radioaktivität quantifiziert. In einem zweiten 
Ansatz wurde der Galaktose-Transfer Ansatz über Ultrazentrifugation gestoppt und die 
Radioaktivität direkt in der Probe gemessen. Mit Hilfe von radioaktiv (3H) markierter UDP-
Galaktose als Substrat konnte erfolgreich nachgewiesen werden, dass die dC1GalT 
Galaktose auf IgA übertragen kann. Bei dem Ansatz mit nativem IgA1 (IgA in Abbildung 
79) ließ sich eine Radioaktivität von 118 counts pro Minute (cpm) messen. Die 
Negativkontrolle zu diesem Ansatz dagegen zeigte einen Wert von 146 cpm, der höher lag, 
als der Wert der Probe. Bei dieser Probe fand anscheinend kein Transfer statt. Humanes 
IgA1 sollte nach Literaturangaben nur sehr wenig bis gar keine freien GalNAc-Strukturen 
besitzen, so dass auch keine Galaktose übertragen werden kann (Allen et al., 1999, Mattu et 
al., 1998). Bei der Probe IgADeS, desialyliertes IgA1, sollten durch das Fehlen der 
Sialinsäure mehr freie GalNAc-Strukturen als Akzeptor für die Galaktose vorhanden sein. 
Der Wert der IgADeS Probe ist mit 337 cpm auch deutlich höher als der der Kontrollen mit 
100 cpm. Hier hat ein Transfer stattgefunden. In den Kontrollen fehlte beim Transferansatz 
MnCl2, das von der dC1GalT als Cofaktor benötigt wird. Ohne MnCl2 ist kein Transfer 
möglich. 
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Abbildung  80: Radioaktiver Nachweis des Transfers von 3H UDP-Galaktose auf kommerziell 
erhältliches IgA (Sigma-Aldrich, München) mit der dC1GalT und bC1GalT.  IgA = natives humanes IgA, 
DeS = Transfer auf desialyliertes IgA, DeSG = Transfer auf desialyliertes und degalaktosyliertes IgA, schwarze 
Balken = Probe, graue Balken = Negativkontrolle (Transferansatz ohne MnCl2). 
 
Den höchsten Wert erreichte die Probe IgADeSG mit 628 cpm gegenüber 100 cpm der 
Negativkontrolle. Hier wurden dem IgA zuvor enzymatisch Sialinsäure und Galaktose 
entfernt, damit dann ein Maximum an radioaktiver Galaktose übertragen werden konnte. 
Tatsächlich scheint in dieser Probe die größte Menge an Galaktose übertragen worden zu 
sein. Die cpm Werte sind immer noch sehr niedrig gegenüber der eingesetzten Menge an 
Radioaktivität (436000cpm), jedoch liegt das sehr wahrscheinlich daran, dass nur sehr 
geringe Mengen IgA an die Mikrotiterplatte binden konnten. Immerhin ist schon ein 
deutlicher Unterschied (6-fach größerer Wert) zwischen der IgADeSG Probe und den 
Negativkontrollen zu erkennen. Bei der bC1GalT ist die gemessenene Radioaktivität im 
Transferansatz mit desialyliertem IgA genauso hoch wie in der Negativkontrolle ohne 
MnCl2. Anscheinend ist die bC1GalT nicht in der Lage, UDP-Galaktose auf IgA-Glykane zu 
übertragen. In einem zweiten Ansatz wurde nach dem Transfer die überschüssige radioaktive 
UDP-Galaktose aus dem Transfer-Ansatz von Probe (mit MnCl2) und Negativkontrolle 
(ohne MnCl2) über Zentrifugenfiltersäulchen durch Ultrazentrifugation entfernt. Die Proben 
(200 µl) wurden direkt in die Scintillationsplatte gegeben und mit 200 µl 
Scintillationsflüssigkeit gemischt. Die übertragene Radioaktivität wurde in einem 
Scintillationscounter (Wallac Trilux Microbeta, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim) gemessen 
(Abbildung 81). Man erkennt, dass die Probe des desialylierten IgAs mit 44422 cpm einen 
doppelt so hohen Wert hat, wie die Negativkontrolle mit 22359 cpm. Auch dieses Ergebnis 
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lässt darauf schließen, dass der Transfer von UDP-Galaktose auf die Glykane des humanen 
IgA1 mit der dC1GalT erfolgreich war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 81: Radioaktiver Nachweis des Transfers von 3H UDP-Galaktose auf IgA mit der dC1GalT.  
IgA DeS = Desialyliertes IgA1, NK = Negativkontrolle, Transferansatz ohne MnCl2. 
 
Es konnte somit zweifelsfrei bewiesen werden, dass es möglich ist, mit der rekombinant 
exprimierten C1GalT aus Drosophila melanogaster Galaktose auf die Glykane von 
humanem IgA1 zu übertragen. Es wurde allerdings nur ein Bruchteil der im Ansatz 
vorhandenen 3H UDP-Galaktose übertragen. Nach Abzug der Negativkontrolle sind im 
Testansatz noch 22063 cpm (44422-22359, Tabelle 40). Das entspricht einer übertragenen 
Menge an Galaktose von 1 pmol.  In den Transferansatz waren aber 20 pmol 3H UDP-
Galaktose eingesetzt worden (siehe Kapitel 3.15).  
 
Tabelle 40: Übertragung von 3H UDP-Gal auf IgA mittels dC1GalT – Nachweis per ELISA 
und direkt  
 
 
 
 
 
 
 
Es wurde also nur ein Zwanzigstel der Galaktosemenge übertragen. Dafür können mehrere 
Gründe in Frage kommen. Erstens könnten nicht mehr freie GalNAc-Strukturen vorhanden 
sein. Es kann nicht vorhergesagt werden, wieviel freie GalNAc-Strukturen auf IgA1 nach 
Desialylierung zur Verfügung stehen. Zweitens könnten die Sialidase und Galaktosidase 
ineffizient gespalten haben. Drittens könnte es sein, dass die dC1GalT aufgrund ihrer Kinetik 
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nur bestimmte Glykane galaktosylieren konnte oder es waren nicht alle Glykane zugänglich 
aufgrund der Konformation des IgAs. Vielleicht konnte IgA nur ineffizient galaktosyliert 
werden, weil es nicht das natürliche Substrat der dC1GalT ist. 
 
4.6.2 Nachweis des Transfers von UDP-Galaktose auf IgA per CE 
Der Transfer von Galaktose auf IgA sollte auch per CE nachgewiesen werden. Es wurde 
versucht, Galaktose mit der dC1GalT auf desialyliertes IgA1 (aus humanem Plasma) und auf 
desialyliertes, degalaktosyliertes IgA zu übertragen. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz 
ohne IgA. Der Transfer sollte durch Detektion des bei der Reaktion frei gewordenen UDP 
nachgewiesen und quantifiziert werden.  
 
Tabelle 41: CE Analyse des Galaktose-Transfers auf IgA 
 mM UDP freigesetzt ∆[UDP]  
IgA, desialyliert 3,31 0,55 
IgA, desialyliert, degalaktosyliert 3,54 0,77 
Negativkontrolle ohne IgA 2,77 0 
∆[UDP] = [UDP] abzügl. NK 
Die IgA Konzentration im Testansatz betrug 0,016 mM, die UDP-Gal-Konzentration betrug 
3,5 mM.  Im Ansatz lagen damit 2,44 nmol IgA1 vor. Da jedes IgA1-Molekül bis zu 10 
Glykane tragen kann, die theoretisch nach Degalaktosylierung wieder mit Galaktose 
aufgefüllt werden könnten, konnte maximal eine UDP-Konzentration von 0,16 mM (24 nmol 
UDP) auf den Transfer auf IgA zurückgeführt werden. Da aber mit 0,55 bzw 0,77 mM (75 
bzw. 105 nmol) deutlich mehr UDP freigesetzt wurde (Tabelle 41), muss davon ausgegangen 
werden, dass das Enzym in Anwesenheit von IgA eine höhere Hydrolyse-Aktivität zeigt, als 
ohne IgA oder dass das Enzym Galaktose zusätzlich auf eine andere, unbekannte Substanz 
im Testansatz übertragen konnte. Anhand dieses Ergebnisses war es wahrscheinlich, dass  
Galaktose auf IgA übertragen wurde, liess sich mit diesem Versuch aber nicht quantifizieren. 
Obwohl die UDP-Gal-Konzentration im Ansatz nur 3,5 mM betrug, konnten laut CE-
Analyse 3,54 mM hydrolysiert werden (Ansatz IgA, desial., degal., Eichreihe siehe Anhang 
Kapitel 7.9). Daher ist die Genauigkeit dieses Versuchs mit Vorsicht zu betrachten und 
verdeutlicht zudem, dass die Quantifizierung der Hydrolyse und der übertragenen Galaktose 
hier nicht möglich war. 
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 4.6.3 Analyse des UDP-Gal-Biotin-Transfers auf IgA per ELISA  
Da Radioaktivität gesundheitsschädlich ist, werden radioaktiv-markierte Substanzen in der 
biologischen Forschung gerne durch auf eine andere Art markierte Substanzen ersetzt. 
Deshalb sollte der Transfer von UDP-6-biotinyl-Galaktose auf IgA studiert werden. Da 
derzeit beim Menschen nur ein Enzym bekannt ist, das Core 1 GalT-Aktivität zeigt, ist es 
wahrscheinlich, dass es auch für die Biosynthese der Core 1-Struktur beim IgA 
verantwortlich ist. Da die rekombinant exprimierte humane C1GalT jedoch überhaupt keine 
Aktivität zeigte, konnte nicht getestet werden, ob sie IgA als Akzeptorsubstrat verwenden 
kann. IgA konnte aber bereits als Akzeptorsubstrat für die dC1GalT identifiziert werden. 
Daher sollte untersucht werden, ob die dC1GalT UDP-6-biotinyl-Galaktose auf IgA 
übertragen kann. Die Ergebnisse zum enzymatischen Transfer von UDP-6-biotinyl-Gal auf 
IgA waren insgesamt inkonsistent. Per HPLC ließ sich ein Transfer von UDP-Gal, aber kein 
Transfer von UDP-6-biotinyl-Gal auf den niedermolekularen Akzeptor GalNAc-α-Benzyl 
nachweisen. Der Nachweis des Transfers von UDP-Gal-Biotin auf IgA ist schwierig, da sich 
das Glykosylierungsmuster von IgA-Molekül zu IgA-Molekül unterscheiden kann. 
Prinzipiell ist es möglich, den Transfer anhand der Konzentration von abgespaltenem UDP 
zu quantifizieren. Da die dC1GalT jedoch auch UDP-Gal (-Biotin) hydrolysieren kann, ohne 
dabei Galaktose zu übertragen, können anhand der UDP-Konzentration keine zuverlässigen 
Aussagen über den UDP-Gal-Biotin-Transfer getroffen werden. So wurde versucht, den 
Transfer von UDP-Gal-Biotin per ELISA zu analysieren. Enzymatisch (durch die dC1GalT) 
Biotin-markiertes IgA sollte auf einer Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte 
immobilisiert und detektiert werden. Durch die Spezifität der Streptavidin-Biotin-
Wechselwirkung sollte an der Streptavidin-Platte theoretisch nur IgA binden können, auf das 
Gal-Biotin-übertragen wurde. IgA aus den Biotin-Transfer-Ansätzen zeigte eine Bindung an 
die Streptavidin Platte, die Absorptionswerte lagen bei Serum im Bereich von ca. 0,8 
Absorptionseinheiten, bei reinem IgA bei ca. 0,4 (Abbildung 82). Bei Serum war die 
Absorption des Kontrollansatzes ohne Enzym deutlich niedriger, bei ca. 0,25 
Absorptionseinheiten. Daher könnte angenommen werden, dass ein Transfer von UDP-6-
biotinyl Gal stattgefunden hat. Bei reinem IgA lag der Wert des Kontrollansatzes jedoch 
deutlich über dem von IgA, und zwar bei ca. 0,55 OD-Einheiten. Da in den Kontrollansätzen 
keine Galaktosyltransferase vorhanden war, konnte in diesen kein Transfer von Gal-Biotin 
stattfinden, das IgA aus diesen Ansätzen sollte also nicht an die Streptavidin-Platte binden 
können. Daraus kann nur die Schlussfolgerung gezogen werden, dass das hydrophobe 
Substrat UDP-6-biotinyl-Gal unspezifisch an hydrophobe Aminosäure-Bereiche des IgA 
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binden kann. Dieses konnte dann unspezifisch an die Streptavidin-Platte binden und konnte 
auch durch die Waschschritte nicht entfernt werden, sodass es das Ergebnis verfälschte. Da 
bei der Negativkontrolle somit ein sehr hoher Absorptionswert auftritt, ist nicht 
auszuschließen, dass auch in den Proben der Transfer-Ansätze das IgA nur unspezifisch an 
die Streptavidin Platte gebunden hat. Daher kann ein Gal-Biotin-Transfer hier nicht 
nachgewiesen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  82: Bindung von enzymatisch Biotin-markiertem IgA an eine Streptavidin-beschichtete 
Mikrotiterplatte.  oE = Kontrollansatz zum Biotintransfer ohne Enzym (dC1GalT). 
 
Bei mehrfacher Wiederholung des Versuches unterlagen die Kontrollwerte starken 
Schwankungen. Bei einigen Versuchen lagen die Kontrollwerte oberhalb, bei einigen auch 
unterhalb der Absorptionswerte der IgA-Proben. Dies ist ein weiterer Hinweis auf 
unspezifische Bindung des IgAs an die Streptavidin Platte. Anhand dieser Ergebnisse konnte 
nicht eindeutig geklärt werden, ob der Transfer von UDP-Gal-Biotin auf IgA erfolgreich 
war. Daher wurde auf einen Einsatz dieser Methode für die Analyse von IgA, das von IgAN-
Patienten stammt, verzichtet. Auch blieb unklar, ob ein Transfer von UDP-6-biotinyl-Gal 
nur mit reinem IgA oder auch mit Serumproben möglich war. 
 
4.6.4 Einfluss des reduzierenden Agens DTT auf die Antikörper- und 
Lektinbindung beim Nachweis des Transfers von UDP-Galaktose auf IgA 
durch die dC1GalT 
Im Galaktose-Transfer Ansatz  ist das reduzierende Agens DTT ein essentieller Bestandteil 
für die Aktivität der dC1GalT. DTT reduziert Disulfid-Brücken und kann sich somit auf die 
Konformation/Faltung eines Proteins auswirken. Daher sollte untersucht werden, ob sich 
DTT auf die Bindung zwischen IgA und verschiedenen Antikörpern und Lektinen auswirkt, 
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die für die nachfolgende Analyse des IgA herangezogen werden sollen.  DTT bewirkt eine 
verringerte Bindung des Tn-Antikörpers und des HA-Lektins an IgA, wohingegen die 
Bindung des TF-Antikörpers an IgA anscheinend verstärkt wird (Abbildung 83). 
 
 
 
 Absorption 
492 nm 
 IgA IgA mit DTT  
Anti-Tn 0,618+/- 0,000 0,353 +/- 0,000 
Anti-TF 0,149 +/- 0,05 0,45 +/- 0,06 
HA 0,379 +/- 0,07 0,131 +/- 0,02 
Ohne 
AK/HA 
0,046 +/- 0,000 
 
 
 
 
Abbildung 83:  Einfluss des reduzierenden Agens DTT auf die Bindung des Anti-Tn-, Anti-TF-
Antikörpers und Helix aspersa Lektins an IgA (desialyliert, Sigma-Aldrich, München). Der Versuch wurde 
zwei Mal wiederholt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Abweichungen. 
 
Auch Moore und Mitarbeiter konnten bei der Charakterisierung des HAA Lektins feststellen, 
dass reduziertes IgA von HAA weniger stark gebunden wird (Moore et al., 2007).  
 
4.6.5 Transfer von UDP-Galaktose auf  IgA durch die dC1GalT - Nachweis per 
ELISA mit Lektinen und Anti-Glykan Antikörpern 
Mithilfe von radioaktiv markierter UDP-Galaktose konnte nachgewiesen werden, dass 
Galaktose von der dC1GalT auf IgA übertragen werden konnte. Um die Anti-Tn- und Anti-
TF-Antikörper und die Lektine noch genauer zu charakterisieren, wurde untersucht, ob der 
Galaktose-Transfer auch durch die Antikörper und Lektine nachweisbar ist. Der 
Galaktosetransfer sollte anschließend zur Detektion von untergalaktosyliertem IgA genutzt 
werden. Dazu wurde Galaktose enzymatisch auf IgA übertragen und die Bindung von Tn- 
und TF-Antikörpern und Lektinen (HA-Lektin und Jacalin) an IgA vor und nach dem 
Transfer bestimmt. Da der Ansatz für den Galaktosetransfer DTT enthält, dass sich wie oben 
gezeigt, auf die Bindung von Antikörpern und Lektinen auswirkt, konnte der Wert „nach 
Galaktosetransfer“ (GTA) nicht mit dem von reinem IgA ohne DTT verglichen werden. 
Deshalb wurde der Wert „nach Galaktosetransfer“ (GTA) mit einer Kontrolle mit 
Transferansatz (mit DTT) aber ohne UDP-Galaktose verglichen. So wurde sichergestellt, 
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dass IgA mit nativen Glykanen und enzymatisch galaktosyliertes IgA unter den gleichen 
Bedingungen verglichen wurde. Enzymatisch galaktosyliertes IgA zeigte eine um etwa 50% 
verringerte Absorption im Vergleich zu nativem IgA. Das konnte sowohl beim Tn-
Antikörper (Abbildung 84), als auch beim HA Lektin (Abbildung 85) beobachtet werden. 
Diese sind beide spezifisch für GalNAc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 84: Einfluss des Galaktosetransfers auf die Bindefähigkeit des GalNAc-spezifischen Anti-Tn-
Antikörpers an IgA (desialyliert, Sigma-Aldrich, München). GTA ohne UG = Kontrolle 
Galaktosetransferansatz ohne UDP-Galaktose, GTA = Galaktosetransfer Ansatz. 
 
Nach dem Galaktose Transfer sollten freie GalNAc Stellen mit Galaktose aufgefüllt sein, 
sodass eine verminderte Bindung auch erwartet wurde. Diese Ergebnisse bestätigen die 
Ergebnisse des Transferversuchs mit radioaktiver UDP-Gal und bestätigten die Spezifität des 
Antikörpers für N-Acetylgalaktosamin. Der enzymatische Transfer von Galaktose auf 
Myeloma IgA zeigte keine große Veränderung der Absorption, sie sinkt von 0,09 (My IgA) 
auf 0,07 (My IgA GTA). Die Werte liegen in einem sehr niedrigen Bereich, sodass es 
fraglich ist, inwiefern Myeloma IgA hier vom Anti-Tn-Antikörper überhaupt gebunden 
wurde. Der Galaktosetransfer hat nur geringe Auswirkungen auf die Bindung zum IgG. Es 
war aber überhaupt verwunderlich, dass der Anti-Tn-Antikörper an IgG binden konnte, da 
IgG keine O-Glykane trägt. Bei IgG kommt Galaktose in den N-Glykanen als terminaler 
Zucker vor. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass unbekannte Epitope auf IgG, 
vielleicht terminale Galaktose, vom Anti-Tn-Antikörper erkannt werden. 
Auch beim Helix aspersa Lektin beobachtet man bei  „normalem“ IgA, dass die 
Bindungsfähigkeit nach dem Galaktosetransfer zurückgeht, vor dem Transfer wurde eine 
Absorption von 0,349 gemessen, nach dem Transfer von 0,185 (Abbildung 85). Bei 
Myeloma IgA wirkte sich der Transfer kaum aus, es ist lediglich ein Unterschied von 0,03 
festzustellen, der für einen ELISA nicht aussagekräftig ist. Auch wenn die Absorption nach 
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dem Transfer leicht zunimmt, kann daraus keine Aussage über die Spezifität des Lektins 
getroffen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  85: Auswirkung des Galaktosetransfers auf die Bindefähigkeit des GalNAc-spezifischen 
Helix aspersa Lektins an IgA (desialyliert, Sigma-Aldrich, München). GTA ohne UG = Kontrolle 
Galaktosetransferansatz ohne UDP-Galaktose, GTA = Galaktosetransfer Ansatz. 
. 
Das gleiche Ergebnis wurde auch beim Tn Antikörper beobachtet. Die Absorptionen der 
IgG-Proben sind ebenso niedrig wie der der Kontrollen ohne Lektin, das heißt, IgG konnte 
von dem HA Lektin nicht gebunden werden.  
 
In Abbildung 86 erkennt man beim TF-Antikörper einen geringen Abfall der Absorption 
nach dem Galaktosetransfer. Theoretisch sollten nach dem Galaktosetransfer überwiegend 
galaktosylierte Glykane, also TF-Antigene vorliegen, weshalb der TF-Antikörper sehr gut 
binden und eine hohe Absorption messbar sein sollte. Der Unterschied vor und nach 
Galaktosetransfer ist jedoch zu gering, um signifikant zu sein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 86: Einfluss des Galaktosetransfers auf die Bindefähigkeit des Galβ1,3GalNAc-spezifischen 
Anti-TF-Antikörpers an desialyliertes IgA (Sigma-Aldrich, München). Es wurden 0,5 µg IgA/well 
aufgetragen. 
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 GTA ohne 
UDP-Gal 
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IgA 0,349+/- 0,025 0,185+/- 0,082 
Myeloma IgA  0,36 +/- 0,035 0,39+/- 0,028 
IgG 0,051+/- 0,013 0,049+/-0,007 
Ohne Tn 0,049 +/- 0,001 
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Da normales IgA (nicht-untergalaktosyliertes IgA) verwendet wurde, liegen anscheinend 
schon so viele Glykane mit terminaler Galaktose vor, dass entweder kein Transfer mehr 
stattfinden kann oder, dass sich ein Transfer nicht mehr in einer höheren Absorption äußert. 
Auch stellte sich die Frage, wie viele Antikörper pro IgA-Molekül binden können. In der 
Hinge-Region des IgA liegen 5 Glykane, also 5 potentielle Epitope (Bindungsstellen) für den 
Antikörper. Allerdings ist die Hinge-Region mit 18 Aminosäuren im Vergleich zum 
Antikörper mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa sehr klein, sodass fraglich ist, ob 
mehr als ein Antikörper in der Hingeregion binden kann. Allerdings muss auch 
berücksichtigt werden, dass nach Galaktosetransfer mehr IgA-Moleküle mit vollständig 
galaktosylierten Glykanen vorliegen können, wodurch eine erhöhte Antikörperbindung und 
damit Absorption zustande kommen könnte. Beim Myeloma IgA war nach dem 
Galaktosetransfer eine leicht erhöhte Absorption messbar. Der Unterschied war mit 
durchschnittlich 0,03 Absorptionseinheiten jedoch auch zu gering um Rückschlüsse auf die 
Spezifität des Antikörpers zu ziehen. Beim IgG beobachtete man ein geringfügiges Absinken 
der Absorption nach dem Galaktosetransfer, doch auch hier war der Unterschied zu gering, 
um aussagekräftig zu sein.  
Wie schon beim Anti-TF Antikörper beobachtet, hatte der Transfer von Galaktose nur 
geringfügige Auswirkungen auf die Bindung von Jacalin an IgA oder an IgG (Abbildung 
87). 
 Absorption 492 nm 
GTA ohne 
UDP-Gal 
GTA 
IgA 0,530 
+/- 0,45 
0,539 
+/- 0,11 
Myeloma IgA 0,791  
+/- 0,039 
0,93  
+/- 0,019 
IgG 0,603  
+/-0,023 
0,628 
+/-0,028 
Ohne TF 0,086 +/- 0,002 
 
 
Abbildung  87: Auswirkung des Galaktosetransfers auf die Bindung des Lektins Jacalin an desialyliertes 
IgA (Sigma-Aldrich, München). Es wurden 0,5 µg IgA/well aufgetragen. 
 
Bei IgA wurde nach dem Galaktosetransfer eine geringfügig höhere Absorption von 0,539 
als vor dem Transfer (0,530) beobachtet. Bei IgG wurde nach dem Transfer von Galaktose 
ebenfalls ein geringfügiger Anstieg der Absorption um 0,025 beobachtet. Diese Unterschiede 
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sind jedoch für einen ELISA-Assay zu gering, um anhand dieser Werte eine Aussage zu 
treffen. Bei Myeloma IgA wurde nach dem Transfer eine erhöhte Absorption von 0,93 
gemessen. Vor dem Galaktosetransfer zeigte Myeloma IgA eine Absorption von 0,791. 
Dieser Anstieg von ca. 0,13 kann als signifikant gewertet werden. Diese Ergebnisse  könnten 
ein Hinweis darauf sein, dass je nach Glykosylierung des IgAs ein Transfer bzw. ein 
Glykosylierungsunterschied nur bei bestimmten, nicht aber bei allen Glykoformen des IgA 
mit den hier verwendeten Antikörpern und Lektinen nachweisbar ist.   
 
4.6.6 Galaktosetransfer mit Serum und mit isoliertem IgA 
Da eine Aufreinigung von IgA aus Serumproben aufwendig und mit hohem Verlust 
verbunden ist, sollte untersucht werden, ob ein Galaktosetransfer auch mit Serum möglich 
ist. Bei aus dem Serum isoliertem IgA sinkt die Absorption mit dem Tn-Antikörper nach 
dem Galaktosetransfer ab (IgA, Abbildung 88). Dies war zu erwarten, da nach dem Transfer 
keine oder nur wenige freie GalNAc-Stellen vorhanden sein sollten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  88: Galaktosetransfer auf IgA-Glykane mit Serum und mit aus dem Serum isoliertem IgA,  
detektiert mit Anti-Tn-, Anti-TF-Antikörper und HAA. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne dC1GalT. 
Aufgetragen wurde 1 µg IgA/Reaktionskompartiment.  
 Absorption 492 nm 
  Anti-Tn Anti-TF 
 
HA 
 
IgA Ohne Enzym 0,661 0,281 0,724 
GTA 0,342 0,573 0,604 
Serum Ohne Enzym 0,111 0,143 0,742 
GTA 0,178 0,229 0,803 
Ohne Tn/TF 0,058 
Galaktosetransfer
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
Ig
A
Se
ru
m Ig
A
Se
ru
m Ig
A
Se
ru
m
o
.
Tn
/T
FA
bs
o
rp
tio
n
 
49
2 
n
m
GTA ohne
Enzym
GTA
Anti-Tn Anti-TF HA 
                                                                                                       Ergebnisse und Diskussion 
_________________________________________________________________________ 
187 
 
Beim Serum beobachtet man dagegen ein gegenteiliges Ergebnis. Beim TF-Antikörper steigt 
die Absorption mit isoliertem IgA nach Galaktosetransfer an. Dies läßt sich dadurch 
erklären, dass durch den Transfer mehr TF-Antigene entstehen. Beim Serum ist ein ähnliches 
Ergebnis zu beobachten, allerdings ist der Absorptionsunterschied sehr gering und mit 
weniger als 0,1 OD Einheiten nicht signifikant. Auch beim Nachweis mit dem Lektin HAA 
ist zu beobachten, dass die Absorption von isoliertem IgA nach dem Galaktosetransfer 
geringer ist als vorher. Dies bestätigt die Theorie, da HAA die gleiche Affinität für GalNAc 
hat, wie der Anti-Tn Antikörper. Bei Serum ist dagegen eine höhere Absorption zu 
beobachten als vor dem Transfer. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass der Transfer mit 
Serum anscheinend nicht erfolgreich verläuft, wie bereits durch die Tn-Antikörper-
Ergebnisse angenommen.  Es ist zu vermuten, dass die hohe Proteinkonzentration oder 
andere unbekannte Faktoren im Serum den Galaktosetransfer behindern. Aufgrund dieser 
Ergebnisse wurde auf den Einsatz von Serum verzichtet. In der Literatur wurden  Bedenken 
geäußert, dass bei einer Aufreinigung mit Jacalin aufgrund der Affinität des Lektins für die 
Core 1 Struktur (TF-Antigen) ein Anteil an galaktosedefizientem IgA verloren gehen könnte. 
Andere Untersuchungen konnten zeigen, dass in IgA-Fraktionen, die über Jacalin 
aufgereingt wurden, immer noch ein Glykosylierungsunterschied zwischen IgAN-Patienten 
und gesunden Personen nachgewiesen werden konnte (Allen et al., 1999) Da auch die oben 
bereits vorgestellten Ergebnisse (4.3) keinen Unterschied in der Glykosylierung von 
isoliertem und Serum-IgA zeigten, wurden nachfolgende Untersuchungen zum 
Galaktosetransfer mit isoliertem IgA fortgeführt, auch wenn dafür weitere aufwendige 
Arbeitsschritte nötig waren.  
 
4.7 Analyse der Glykosylierung von isoliertem IgA der 40 Proben vor und 
nach enzymatischer Galaktosylierung mit Antikörpern und Lektin 
In den oben beschriebenen sowie in der Fachliteratur veröffentlichten Versuchen (Allen et 
al., 1999, Oortwijn et al., 2006, Moldoveanu et al., 2007) konnte durch einfache Antikörper- 
oder Lektin-Bindungsstudien kein signifikanter Unterschied zwischen IgA1 von IgAN-
Patienten und gesunden Kontrollen detektiert werden, der für eine sichere Diagnostik für 
IgAN ausreichend wäre. Deshalb wurden die hier beschriebenen Versuche noch um einen 
Schritt erweitert. So sollte versucht werden die Sensitivität der Methode zu optimieren. Die 
Analyse der IgA-Moleküle wird erschwert durch die Mikroheterogenität der IgA1-Glykane. 
Nicht alle IgA Moleküle besitzen dasselbe Glykosylierungsmuster und nicht bei jedem IgA-
Molekül sind alle 5 Positionen besetzt (Mattu et al., 1998). Es können also Proben existieren, 
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die von Natur aus einen niedrigeren Galaktose-Gehalt haben, als andere, aber nicht weil sie 
untergalaktosyliert sind, sondern weil sie insgesamt weniger Glykane besitzen als andere. 
Deswegen sollten freie GalNAc-Strukturen auf IgA1 enzymatisch mit Galaktose aufgefüllt 
werden. So sollte für jede Probe ein Standard mit vollständig galaktosyliertem IgA 
geschaffen werden. Die IgA-Bindung zum Tn- und TF Antikörper und zum HA Lektin sollte 
dann vor und nach Galaktosetransfer bestimmt werden. So sollte der tatsächliche Galaktose-
Gehalt (vor) mit dem maximal möglichem Galaktosegehalt (nach Transfer) individuell für 
jede Probe bestimmt und verglichen werden. Beim Vergleich der Differenz der Absorption 
vor und nach Galaktose-Transfer mit Antikörpern und Lektin sollten Proben mit 
untergalaktosyliertem IgA (von IgAN-Patienten) einen großen Unterschied, Proben mit 
normaler Galaktosylierung einen kleinen Unterschied zeigen. Dies sollte helfen, IgAN-
Patienten von gesunden Personen zu unterscheiden. Auch Schwankungen der IgA-
Konzentration, die durch eventuelle Ungenauigkeiten bei der Konzentrationsbestimmung 
entstanden, konnten so berücksichtigt werden und fielen als Fehlerquelle nicht mehr ins 
Gewicht.  
 
4.7.1  Analyse der Glykosylierung von isoliertem IgA der 40 Proben vor und 
nach enzymatischer Galaktosylierung mit dem Anti-Tn Antikörper 
Vor dem Galaktosetransfer liegen die Mittelwerte der Tn-Antikörper-Bindung der 
verschiedenen Gruppen in einem Bereich von 0,3 bis 0,44 OD-Einheiten (Abbildung 89). 
Den höchsten Wert erreicht die Gruppe der gesunden  Personen mit 0,44. Der niedrigste 
Wert von 0,3 liegt bei der FSGS-Gruppe vor. Der Absorptionswert der IgAN-Gruppe liegt 
mit 0,39 etwas niedriger als der der gesunden Gruppe und gleicht dem der DM-Gruppe mit 
0,4. Aufgrund der Ergebnisse mit HA Lektin aus der Literatur wurde erwartet, dass die 
IgAN-Gruppe einen höheren Mittelwert als die gesunde Kontrollgruppe aufweist. In einer 
Untersuchung, in der Serumproben mit einem anderen Tn-Antikörper und einem HA Lektin 
analysiert wurden, konnte ein deutlicher Unterschied in der HA-Bindung zu IgAN-Proben 
und Proben von gesunden Personen gefunden werden (Allen et al., 1999, Moldoveanu et al., 
2007). IgA von IgAN-Patienten zeigte im Durchschnitt eine höhere Bindungsfähigkeit zu 
HA Lektin. (Moldoveanu et al., 2007). Beim Vergleich der durchschnittlichen Absorption 
ohne Galaktosetransfer (nur desialyliertes IgA) zeigte in dieser Arbeit keine der 6 Gruppen 
einen Wert, der von dem der anderen stark abwich (Abbildung 88). Dies könnte zum einen 
an mangelnder Spezifität des Anti-Tn-Antikörpers liegen. Bereits bei der Charakterisierung 
des Tn-Antikörpers waren Zweifel an dessen Spezifität aufgetaucht. Degalaktosyliertes IgA 
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(IgA mit terminalem GalNAc) konnte entgegen der Theorie nicht besser gebunden werden, 
als galaktosyliertes IgA (Kapitel 4.3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  89: Bindung des Tn-Antikörpers an isoliertes, desialyliertes IgA vor (schwarz) und nach  
(grau) enzymatischem Galaktosetransfer.  Dargestellt sind die Absorptionswerte, angeordnet in 6 
verschiedenen Erkrankungsgruppen und die dazugehörigen Mittelwerte mit Standardabweichung. Die 
Einzelpunkte sind Mittelwerte aus drei getrennten Ansätzen. IgAN = IgA Nephropathie, o. B. = ohne Befund 
(gesund), DM = Diabetes mellitus, MN = Membranöse Glomerulopathie, FSGS = Fokale segmentale 
Glomerulosklerose. Es wurde 1 µg IgA/Reaktionskompartiment aufgetragen. 
 
Zum anderen ist es auch möglich, dass keiner der untersuchten 8 IgAN-Patienten ein 
Galaktose-Defizit aufweist. In einer Vielzahl an Publikationen wurde gezeigt, dass bei 
weitem nicht alle Proben von IgAN-Patienten eine höhere HA-Bindung zeigen (Moldoveanu 
et al., 2007,  Allen et al., 1999).  
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Tabelle 42: Absorption von isoliertem Serum-IgA der IgAN-Patienten und gesunden 
Kontrollgruppe vor und nach enzymatischen Galaktosetransfer. Analyse mit Anti-Tn 
Antikörper.  
IgAN Absorption 492 nm 
vor Transfer 
Absorption 492 
nm nach 
Galaktose-
Transfer 
Differenz 
Absoprtion 
Durchschnittl. 
Absorptions-
Differenz/Probe 
4 0,171 0,132 0,039  
13 0,175 0,224 -0,049  
18 0,865 0,354 0,511  
21     
22 0,127 0,227 -0,1  
25 0,209 0,162 0,047  
31 0,318 0,403 -0,085  
33 0,84 0,666 0,174  
Σ IgAN   0,537 0,077 
Gesund     
1 0,198 0,171 0,027  
3 0,189 0,144 0,045  
9 0,149 0,136 0,013  
12 0,191 0,179 0,012  
17 1,333 0,397 0,936  
20 0,107 0,075 0,032  
23 0,894 0,469 0,425  
28 0,476 0,341 0,135  
32     
37 0,435 0,383 0,052  
Σ Gesund - - 1,677 0,186 
 
Auch von den Proben nach Galaktosetransfer zeigte keine Gruppe Werte, die sich stark von 
den anderen unterscheiden. Die Absorptionsmittelwerte liegen im Bereich zwischen 0,25 
und 0,31 OD-Einheiten. Den höchsten Wert weist die IgAN-Gruppe auf (0,309), den 
niedrigsten die gesunde Gruppe (0,255). Diese Werte unterscheiden sich mit 0,054 jedoch 
nicht signifikant. Theoretisch war zu erwarten, dass die Absorption nach dem 
Galaktosetransfer geringer ist als vorher, da freie GalNAc-Stellen mit Galaktose aufgefüllt 
und damit für eine Erkennung durch den Anti-Tn-Antikörper maskiert werden. Dies ist auch 
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bei allen Gruppen der Fall, drei IgAN-Patienten weisen aber einen Absorptionsanstieg auf 
(13, 22 und 31, Tabelle 42). Den größten Absorptionsunterschied der Mittelwerte weist mit 
0,186 die gesunde Gruppe auf, den geringsten die FSGS-Gruppe mit 0,038. Erwartet wurde, 
dass die IgAN-Gruppe (0,077) einen größeren Unterschied aufweist, als  die gesunde Gruppe 
(0,186), weil in der IgAN-Gruppe theoretisch mehr Glykane mit Galaktose aufgefüllt werden 
könnten. Das war aber nicht zu beobachten. Betrachtet man einzelne Personen der IgAN- 
und der gesunden Gruppe, so beobachtet man, dass einige IgAN-Patienten durchaus eine 
höhere Absorptionsdifferenz aufweisen, als einige der gesunden Gruppe (Tabelle 42, fett 
geduckt). Allerdings zeigen auch einige gesunde eine höhere Absorptionsdifferenz als die 
IgAN-Patienten. Dies macht eine Unterscheidung zwischen IgAN-Patienten und gesunden 
unmöglich. Die Differenzen vor und nach Galaktosetransfer sind in der IgAN-Gruppe nicht 
signifikant größer als in der gesunden Gruppe (p = 0,44). Auch durch dieses Ergebnis stellt 
sich die Frage, ob die Spezifität des Anti-Tn-Antikörpers für einen Test dieser Art geeignet 
ist. Bei der Betrachtung der einzelnen Werte jeder Probe fällt auf, dass diese nach dem 
Galaktosetransfer fast über einen ebenso großen Bereich verteilt sind, wie vor dem 
Galaktosetransfer. Der Galaktosegehalt konnte also nicht wie geplant homogenisiert werden, 
sodass jede Probe eine einheitliche Galaktosylierung zeigt, sondern es zeigten sich noch 
große Unterschiede im Galaktosegehalt. Dies könnte zum einen an der Heterogenität der 
Glykosylierung liegen, zum anderen daran, dass das Enzym dC1GalT nicht alle freien 
GalNAc-Strukturen mit Galaktose auffüllen konnte. Dies würde das Ergebnis des Transfers 
radioaktiver Galaktose (Kapitel 4.6.1) bestätigen.  
 
4.7.2 Analyse der Glykosylierung von isoliertem IgA der 40 Proben vor und 
nach enzymatischer Galaktosylierung mit dem HA Lektin 
Auch bei der Analyse der IgA1 O-Glykane mit dem Lektin aus Helix aspersa konnte kein 
signifikanter Unterschied zwischen Proben von IgAN-Patienten und Kontrollen festgestellt 
werden (Abbildung 90). Das HA-Lektin besitzt die gleiche Spezifität wie der Anti-Tn-
Antikörper. Deshalb gilt auch beim HA-Lektin: Je höher die Absorption, desto größer ist das 
Galaktose-Defizit (desto weniger Galaktose ist vorhanden). 
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Abbildung  90: Bindung des HA-Lektins an desialyliertes IgA vor (schwarz) und nach (grau) 
enzymatischem Galaktosetransfer.  Dargestellt sind die Absorptionswerte, angeordnet in 6 verschiedenen 
Erkrankungsgruppen und die dazugehörigen Mittelwerte mit Standardabweichung. Die Einzelpunkte sind 
Mittelwerte aus drei getrennten Ansätzen. IgAN = IgA Nephropathie, o. B. = ohne Befund (gesund), DM = 
Diabetes mellitus, MN = Membranöse Glomerulonephritis, FSGS = Fokale segmentale Glomerulosklerose. Es 
wurden 0,5 µg/Reaktionskompartiment aufgetragen. 
 
Die Mittelwerte der untersuchten Erkrankungsgruppen lagen vor dem Galaktosetransfer 
zwischen 0,387 und 0,484. Den höchsten Absorptionsmittelwert zeigte nicht die IgAN-
Gruppe, sondern die FSGS-Kontroll-Gruppe. Ob auch bei FSGS unterglykosyliertes IgA1 
im Serum zu finden ist, ist bisher nicht bekannt.  Der niedrigste Wert konnte bei der 
Vasculitis-Gruppe ermittelt werden. Die IgAN-Gruppe und die Gruppe gesunder Kontrollen 
zeigten mit 0,445 und 0,449 fast identische Mittelwerte.  
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Tabelle 43: Absorption von isoliertem Serum-IgA der IgAN-Patienten und gesunden 
Kontrollgruppe vor und nach enzymatischen Galaktosetransfer. Analyse mit HA-Lektin. 
IgAN Absorption 
492 nm vor 
Galaktose-
Transfer 
Absorption 
492 nm nach 
Galaktose-
Transfer 
Differenz 
Absorption 
(vor-nach) 
Durchschnlittl. 
Differenz/Probe 
4 0,423 0,321 0,102  
13 0,493 0,377 0,116  
18 0,419 0,282 0,137  
21   0  
22 0,427 0,369 0,058  
25 0,405 0,365 0,04  
31 0,479 0,378 0,101  
33 0,465 0,297 0,168  
Σ IgAN   0,722 0,103 
Gesund     
1 0,485 0,359 0,126  
3 0,426 0,376 0,05  
9 0,41 0,291 0,119  
12 0,449 0,374 0,075  
17 0,495 0,447 0,048  
20 0,4 0,268 0,132  
23 0,417 0,317 0,1  
28 0,484 0,325 0,159  
32 0,416 0,334 0,082  
37 0,507 0,356 0,151  
Σ Gesund   1,042 0,104 
 
Nach dem Galaktosetransfer sanken die Absorptionswerte bei allen Proben ab. Dies 
bestätigte die Theorie, da ja durch den Galaktosetransfer freie GalNAc-Bindestellen 
eliminiert werden sollten. Den höchsten Mittelwert nach dem Galaktosetransfer zeigte die 
gesunde Kontrollgrupe mit 0,345. Der Wert der IgAN Gruppe war auch nach dem Transfer 
noch fast mit diesem identisch, er berug 0,341.  Den geringsten Unterschied wies die 
Diabetes-Gruppe auf.  Die IgAN-Gruppe und die gesunde Gruppe wiesen mit 0,103 und 
0,104 einen nahezu identischen Unterschied auf (Tabelle 43). Erwartet wurde, dass die 
IgAN-Gruppe, wenn sie stark untergalaktosylierte Proben enthält einen sehr viel höheren 
Unterschied aufweist, als die gesunde Kontrollgruppe. Auch hier zeigten, wie schon beim 
Anti-Tn Antikörper nur einige Proben der IgAN-Gruppe eine höhere Differenz vor und nach 
Galaktosetransfer (fett gedruckt) als die Proben der gesunden Gruppe. Die Differenzen vor 
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und nach Transfer der IgAN Gruppe waren aber insgesamt nicht signifikant höher als die der 
gesunden Kontrollgruppe (p = 0,54). Interessanterweise wiesen hier die Proben 13, 22 und 
31 der IgAN-Gruppe nach dem Galaktosetransfer eine niedrigere Absorption auf als vorher, 
nicht wie beim Tn-Antikörper eine höhere. Mit dem Helix aspersa Lektin konnte also auch 
kein signifikanter Unterschied der IgA1 O-Glykosylierung zwischen IgAN-Patienten und 
Kontrollen festgestellt werden. In der Vergangenheit war es verschiedenen Gruppen 
allerdings gelungen,  einen signifikanten Unterschied in der Absorption des HAA zu IgA 
von IgAN-Patienten und Kontrollen zu zeigen (Moldoveanu et al., 2007, Allen et al., 1999, 
Tomana et al., 1997, Smith et al., 2006b). Jedoch war bei anderen Untersuchungen das 
Kollektiv untersuchter Proben größer als das Kollektiv, dass in dieser Arbeit analysiert 
wurde. Es ist bekannt, dass nicht bei jedem IgAN-Patienten eine Untergalaktosylierung des 
Serum-IgA1 festgestellt werden kann. Deshalb erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, einen 
Unterschied zwischen IgAN-Patienten und Kontrollen zu detektieren mit der Größe des 
Kollektivs. Moldoveanu berichtete, dass verschiedene Chargen des Lektins eines Herstellers 
unterschiedliche Eigenschaften hatten und nicht mit jeder Charge eine Untergalaktosylierung 
detektierbar war. Da in dieser Arbeit aber drei verschiedene Produkte (ein Lektin und zwei 
Antikörper) untersucht wurden, deren Ergebnisse sich zum Teil gleichen, ist es 
unwahrscheinlich, das zufällige, chargenspezifische Abweichungen der Lektineigenschaften 
das Ergebnis beeinflusst haben. Vergleicht man das Ergebnis, dass mit dem Anti-Tn-
Antikörper erzielt wurde, und das, das mit dem HA Lektin erzielt wurde, so gleichen sich die 
Ergebnisse für die IgAN- und die gesunde Kontrollgruppe in beiden Untersuchungen im 
Wesentlichen. Die Vasculitis-Gruppe zeigte beim HA-Lektin einen niedrigeren 
Absorptionsmittelwert als beim Tn-Antikörper. Die FSGS Gruppe zeigte im Vergleich zu 
den anderen Gruppen beim HA-Lektin einen höheren Absorptionsmittelwert als beim Tn-
Antikörper.  
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4.7.3 Analyse der Glykosylierung von isoliertem IgA der 40 Proben vor und 
nach enzymatischer Galaktosylierung mit dem Anti-TF Antikörper 
Beim TF-Antikörper liegen die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen vor 
Galaktosetransfer im Bereich von 0,308 (FSGS) bis 0,515 (IgAN) (Abbildung 91). Der Wert 
der IgAN-Gruppe (0,515) und der der gesunden Kontrollgruppe (0,500) unterscheiden sich 
fast gar nicht. Bei einem Galaktosedefekt der IgA-Glykane sollte theoretisch eine verringerte 
Bindung des Anti-TF-Antikörpers sichtbar sein. Dies ist lediglich bei der Vasculitis-Gruppe 
der Fall. Da es sich dabei aber um nur einen einzigen Patienten handelt, kann aus diesem 
Ergebnis nicht geschlossen werden, dass bei Vasculitis eine Untergalaktosyliereung vorliegt. 
Nach Galaktosetransfer liegen die Absorptionsmittelwerte im Bereich von 0,278 (FSGS) bis 
0,461 (IgAN). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 91: Bindung des Anti-TF Antikörpers an desialyliertes IgA vor und nach enzymatischem 
Galaktosetransfer. Dargestellt sind die Absorptionswerte, angeordnet in 6 verschiedenen Erkrankungsgruppen 
und die dazugehörigen Mittelwerte mit Standardabweichung. Die Einzelpunkte sind Mittelwerte aus drei 
getrennten Ansätzen. Es wurde 1 µg/Reaktionskompartiment aufgetragen. 
 
Wenn nach dem Galaktosetransfer alle Glykane mit Galaktose aufgefüllt sind, also terminale 
Core 1-Strukturen vorliegen, sollte theoretisch bei allen Gruppen eine gleiche Absorption 
vorliegen, da eine identische IgA-Konzentration und eine identische Glykosylierung 
vorliegen sollten. 
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Tabelle 44: Absorption von isoliertem Serum-IgA der IgAN-Patienten und gesunden 
Kontrollgruppe vor und nach enzymatischen Galaktosetransfer – Analyse mit dem Anti-TF 
Antikörper 
IgAN Absorption 
492 nm vor 
Galaktose-
Transfer 
Absorption 
492 nm nach 
Galaktose-
Transfer 
Differenz 
Absorption 
(vor-nach) 
Durchschnittl. 
Differenz/Probe 
4 0,218 0,212 0,006  
13 0,284 0,259 0,025  
18 0,84 0,458 0,382  
21     
22 0,468 0,683 -0,215  
25 0,721 0,634 0,087  
31 0,252 0,347 -0,095  
33 0,822 0,636 0,186  
Σ IgAN   0,376 0,054 
Gesund     
1 0,137 0,123 0,014  
3 0,179 0,176 0,003  
9 0,143 0,156 - 0,013  
12 0,309 0,28 0,029  
17 1,65 0,554 1,096  
20 0,323 0,255 0,068  
23 0,918 0,678 0,24  
28 0,561 0,312 0,249  
32     
37 0,281 0,208 0,073  
Σ Gesund   1,759 0,195 
 
Auffällig ist, dass bei der TF-Bindung der desialylierten Proben (Kapitel 4.5.4) die IgAN-
Gruppe den deutlich niedrigsten Absorptionswert zeigt. Bei der TF-Bindung der 
desialylierten Proben im Galaktosetransferansatz ohne UDP-Gal (mit DTT) weist diese 
Gruppe den höchsten Absorptionswert auf. Da bei beiden Ansätzen desialylierte, aber sonst 
unveränderte Glykane vorliegen, sollten sich die relativen Absorptionsverhältnisse der 
Gruppen nicht verändern. Im Galaktosetransferansatz ohne UDP-Gal könnte aber das 
reduzierende Agens DTT die Bindung zum IgA beeinflussen. Des Weiteren wird der Ansatz 
über Zentrifugenfiltersäulen filtriert, was auch das Ergebnis beeinflussen kann, da IgA an die 
hydrophoben Filter adsorbieren kann so und ein geringer Verlust von IgA beim Filtrieren 
auftreten kann. Im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit sind die Galaktosetransferansätze 
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deutlich ungenauer als die Ansätze mit Proben, die nur desialyliert wurden. Bei allen 
Gruppen sind die Absorptionswerte nach dem Galaktosetransfer niedriger als vorher. Dafür 
gibt es keine rationale Erklärung, denn theoretisch sollte der TF-Antikörper das IgA durch 
den Transfer von Galaktose besser binden können. Wenn man den Wert nach 
Galaktosetransfer also vom Wert vor Transfer abzieht (Tabelle 44) sollten theoretisch 
negative Ergebnisse entstehen. Das war aber nur bei wenigen Proben der Fall (Tabelle 44). 
Je negativer der Wert, desto eher sollte er auf einen IgAN-Patienten hinweisen. Den größten 
Unterschied wies mit einer Abnahme von 0,197 OD-Einheiten die Gruppe der gesunden 
Personen auf (Tabelle 44), den geringsten Unterschied die FSGS Gruppe mit  0,03 OD-
Einheiten. Die Differenzen der gesunden Gruppe und der IgAN-Gruppe unterschieden sich 
nicht signifikant (p = 0,36). Die Ergebnisse warfen die Frage auf, ob es gemeinsame 
Faktoren gab, die dazu führten, dass sowohl der Tn- als auch der TF-Antikörper IgA 
schlechter binden konnten. Denkbar wäre, dass das Enzym dC1GalT noch IgA gebunden 
hat, und dass das Enzym die Erkennung durch die Antikörper blockiert. Natürlich könnte 
auch eine mangelhafte Spezifität des Anti-TF-Antikörpers Ursache für dieses Ergebnis sein. 
Es konnten also auch mit dem Anti-TF Antikörper keine signifikant untergalaktosylierten 
IgA-Proben detektiert werden. 
 
4.8 Analyse der 40 IgA Proben von IgAN-Patienten und Kontrollen durch 
Markierung mit 3H radioaktiver Galaktose  
Die untergalaktosylierten IgA1 O-Glykane sollten enzymatisch mit radioaktiv-markierter 
Galaktose markiert werden. Ziel war es, eine einfache Nachweismethode für 
untergalaktosyliertes IgA zu finden, die aber sensitiver und spezifischer sein sollte als bisher 
etablierte Lektinanalysen. Dass Galaktose von der dC1GalT auf IgA übertragen werden 
konnte, wurde in dieser Arbeit bereits belegt (4.6.1). Der Transfer wurde mit IgA 
durchgeführt, das über Jacalin aus dem Serum isoliert wurde (Kapitel 3.2/ 3.14). Bei der 
radioaktiven Markierung von IgA wurden Werte von 1192 bis 7077 Counts pro Minute 
gemessen (Abbildung 92). Je höher der gemessene Count-Wert war, desto mehr Galaktose 
konnte übertragen werden. Also sollten die Proben mit den höchsten Werten auch die Proben 
mit dem niedrigsten Galaktose-Gehalt vor dem Markierungsschritt sein. Dies sollten 
theoretisch vor allem Proben von IgAN-Patienten sein. Der höchste Mittelwert wurde mit 
5789 cpm bei der MN Kontrollgruppe gefunden. Der Unterschied kann mit p = 0,048 
(ungepaarter, zweiseitiger T-Test) als signifikant unterschiedlich zur gesunden Gruppe 
gewertet werden. Es ist jedoch nicht bekannt, dass bei dieser Gruppe eine 
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Untergalaktosylierung des IgA1 vorliegt. Den zweithöchsten Wert erreichte die FSGS-
Gruppe mit 4812 cpm, was sich nicht signifikant von der gesunden Gruppe unterscheidet. 
Auch von FSGS-erkrankten Personen ist bisher keine IgA1-Unterglykosylierung bekannt. 
Die IgAN-Gruppe hatte mit 4702 cpm einen höheren Mittelwert als die Gruppe der gesunden 
Personen mit 4122 cpm. Die Mehrheit der Proben dieser beiden Gruppen zeigen jedoch 
nahezu identische Werte an inkorporierter Radioaktivität. Der Unterschied ist mit p= 0,45 
(ungepaarter, zweiseitiger T-Test) nicht signifikant. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  92: Enzymatische Markierung von IgA1 O-Glykanen isoliert aus Serum von IgAN-Patienten 
und Kontrollgruppen mit 3H radioaktiv-markierter UDP-Galaktose mittels dC1GalT. IgAN = IgA 
Nephropathie, o.B. = Personen ohne Befund/Gesund, DM = Diabetes mellitus, Vasculitis, MN = Membranöse 
Glomerulonephritis, FSGS = Fokale, segmentale Glomerulosklerose. Cpm = Counts pro Minute. Blaue Rauten 
= Werte der Proben, graue Kreise = Mittelwerte mit Abweichung. 
 
 
Der niedrigste Mittelwert wurde mit 2435 cpm bei der Vasculitisprobe erreicht. Wie bereits 
in den Voruntersuchungen (Kapitel 4.6.1), zeigte sich auch hier, dass nur ein sehr geringer 
Anteil der radioaktiven Galaktose übertragen wurde. Werte von 2000-7000 cpm entsprechen 
etwa 0,1 bis 0,3 pmol übertragener Galaktose. Es wurden 5 pmol 3H UDP-Galaktose und 1 
pmol desialyliertes IgA eingesetzt.  Also wurde ein Fünfzigstel bis maximal ein Sechzehntel 
der Galaktosemenge übertragen, obwohl theoretisch weitaus mehr freie Glykane zur 
Verfügung stehen könnten. Daher ist zu vermuten, dass in diesem Versuch nicht alle freien 
GalNAc-Strukturen radioaktiv markiert werden konnten.  
Das enzymatische Markieren von Galaktose-defizienten Glykanen auf IgA1 war nicht 
sensitiver als die hier gleichzeitig entwickelten Methoden oder aus der Literatur bekannte 
Lektinanalysen.  
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4. 9 Abschließende Bewertung der in dieser Arbeit etablierten Methoden 
zur Analyse der IgA1 O-Glykane 
 
Einigen Gruppen ist es in den vergangenen Jahren gelungen, einen signifikanten Unterschied 
zwischen der HA-Bindung an Serum-IgA von IgAN-Patienten und gesunden Kontrollen zu 
zeigen (Moore et al., 2007, Moldoveanu et al., 2007). In einem ähnlichen Verfahren in dieser 
Arbeit mit dem HA-Lektin und einem Anti-Tn und Anti-TF Antikörper gelang es nicht, 
einen signifikanten Unterschied zwischen IgAN-Patienten und Kontrollgruppen 
nachzuweisen (Kapitel 4.3). Davon ausgehend rückte die Überlegung in den Fokus, dass die 
Heterogenität der IgA1 O-Glykosylierung die Detektion der Untergalaktosylierung 
erschweren könnte. Deshalb wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem alle freien GalNAc-
Strukturen des IgA enzymatisch mit Galaktose aufgefüllt werden sollten, um einen Vergleich 
des tatsächlichen und des maximal möglichen Galaktosegehalts ziehen zu können. Aufgrund 
der vorangehend dargestellten Ergebnisse wurden die in Kapitel 4.3 und 4.6.5 geäußerten 
Zweifel an der Eignung dieser Antikörper und des Lektins für eine Detektion von IgAN 
verstärkt. Die in dieser Arbeit verwendeten Lektine und Antikörper zeigten alle eine 
mangelhafte Spezifität für eine Zuckerstruktur. Das HA-Lektin und der Anti-Tn Antikörper 
konnten degalaktosyliertes IgA nicht besser binden, als desialyliertes IgA, aber enzymatisch 
galaktosyliertes weniger gut als IgA vor Galaktosetransfer. Außerdem wurde die Bindung an 
IgA sowohl durch GalNAc, als auch durch Galaktose inhibiert. Der TF-Antikörper konnte 
degalaktosyliertes IgA immer noch genauso gut binden, wie desialyliertes und enzymatisch 
galaktosyliertes schlechter als IgA vor dem Transfer. Auch die TF-Bindung an IgA ließ sich 
sowohl durch Galaktose als auch durch GalNAc inhibieren. Auch der Vergleich des 
Galaktosegehalts vor und nach enzymatischem Galaktosetransfer zeigte keinen signifikanten 
Unterschied zwischen IgA von  IgAN-Patienten und Kontrollen, weder mit den Antikörpern 
noch mit dem HA-Lektin. Bereits in ersten Berichten (Hammarström und Kabat, 1969) über 
das Lektin aus der Schnecke Helix pomatia, einer nahe verwandten Schneckenart, war 
gezeigt worden, dass dieses aufgrund seiner Spezifität für GalNAc Erythrozyten (rote 
Blutzellen) der Blutgruppe A präzipitieren konnte. Dieser Effekt konnte durch Zugabe von 
D-GalNAc in einer Konzentration von 6,8 µg/ml inhibiert werden. Aber auch D-GlcNAc 
und Me-α-D-GlcNAc hatten in den Konzentrationen 45,8 und 21,6 µg/ml einen 
inhibierenden Effekt. Da die Konzentrationen um das drei- bis siebenfache höher liegen, als 
der Wert für GalNAc, wurde davon ausgegangen, dass das Lektin diese Zucker nur in 
geringerem Maße binden kann, als GalNAc. Galβ1-3GalNAc und D-Galaktose zeigten aber 
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keine Inhibierung bis zu einer Konzentration von 0,59 µmol bzw. 15,8 µmol. Das ließ die 
Autoren darauf schließen, dass das HP Lektin sehr spezifisch für GalNAc ist und nicht an 
Galβ1-3GalNAc binden kann (Hammarström und Kabat, 1969). Andere Untersuchungen 
belegen, dass die Präzipitation von Erythrozyten (Blugruppe A) durch das Helix aspersa 
Lektin durch Galaktose in einer Konzentration von 25 mM gehemmt werden kann (Fountain 
und Campbell, 1984). Auch Raffinose (Galα1-6Sucrose) konnte die Agglutinierung bei einer 
Konzentration von 16,5 mM inhibieren (Ishiyama, Dietz und Uhlenbruck, 1973). Diese 
Ergebnisse liefern Hinweise, dass das HA Lektin nicht nur an GalNAc, sondern, 
wahrscheinlich in geringem Maße auch an GlcNAc und Galaktose binden kann. Das wurde 
auch von den Untersuchungen in dieser Arbeit bestätigt. Substituierungen am C2-Atom 
können von manchen Lektinen toleriert werden, so dass zum Beispiel einige Lektine, die 
Galaktose binden auch GalNAc binden können. Auch zeigen nicht alle Lektine eine 
Anomer-Spezifität und können sowohl Monosaccharide in der α- als auch β-Konfiguration 
binden (Ambrosi et al., 2005). Daher kann vermutet werden, dass das HA-Lektin nicht gut 
zwischen dem Tn- und dem TF-Antigen unterscheiden kann. Aufgrund dieser 
Beobachtungen und den hier erzielten Ergebnissen scheint das Helix aspersa Lektin 
demnach kein ideales Werkzeug für die Detektion für IgAN zu sein.  
Moore und Mitarbeiter untersuchten mit dem HA-Lektin ein Kollektiv von 17 IgAN-
Patienten und 16 gesunden Kontrollpersonen. Dabei beobachteten sie bei den IgAN-
Patienten eine mittlere Absorption von 1,15, bei den gesunden eine von 0,7, also einen 
Unterschied von 0,45 (Moore et al., 2007). Die Mittelwerte dieser beiden Gruppen 
unterschieden sich damit deutlich,  ein Ergebnis, dass in dieser Arbeit nicht erzielt werden 
konnte. Allerdings waren die in dieser Arbeit untersuchten Gruppen auch nur etwa halb so 
groß. Die Wahrscheinlichkeit, einen Glykosylierungs-Unterschied zwischen einer IgAN-
Gruppe und einer gesunden Kontrollgruppe zu detektieren, steigt mit der Größe der Gruppe, 
da nicht alle IgAN-Patienten eine Untergalaktosylierung zeigen. Moore und Mitarbeitern 
gelang es aber ebensowenig wie in dieser Arbeit, jeden einzelnen IgAN Patienten von einer 
gesunden Person zu unterschieden. In einer Studie von Moldoveanu und Mitarbeitern 
wurden 150 IgAN Patienten und 150 gesunde Kontrollpersonen untersucht. Die 
Absorptionswerte wurden anhand einer Interpolation mit Werten eines IgA Myeloma-
Standards in U/ml umgerechnet, wobei 1 U 1 µg dieses Standards entsprach.  Es konnten 
Unterschiede von 1,1 U/ml detektiert werden. Ein Großteil der IgAN-Proben wies dabei 
Werte oberhalb der Maximum-Werte der Kontrollgruppe auf. Es kam aber auch zu einem 
großen Überlappungsbereich, in dem Werte von Gesunden und IgAN-Patienten lagen. Eine 
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sichere Zuordnung einer einzelnen Probe zu einer der beiden Gruppen war jedoch auch bei 
Moldoveanu nicht möglich. (Moldoveanu et al., 2007). Auch wurden bisher keine neueren 
Untersuchungen zu diesem Test veröffentlicht. Vergleichbare Daten zur Spezifität des Anti-
Tn und Anti-TF-Antikörpers liegen nicht vor. Die in dieser Arbeit untersuchten Anti-Tn und 
Anti-TF Antikörper zeigten keine absolute Spezifität für ihr jeweiliges Antigen. Antikörper, 
die spezifisch bestimmte Kohlenhydrate binden können, sind schwieriger herzustellen als 
solche, die spezifisch für Proteine sind. Die Immunogenität von Mono- und 
Oligosacchariden ist eher schwach (Bergmann et al., 1962, Höppner et al., 1982). Oft 
koppelt man die Antigene (Oligosaccharide, gegen die ein Antikörper hergestellt werden 
soll) über ein Verbindungsstück variabler Länge (einen „linker“ oder „spacer“) an ein 
Trägermolekül, ein Protein. Wenn die Antigene sehr klein sind, besteht die Gefahr, dass die 
entstehenden Antikörper auch mit dem Verbindungsstück oder dem Trägerprotein 
wechselwirken und nicht allein für das Zuckerepitop spezifisch sind (Höppner et al., 1985). 
Eine Immunantwort auf Kohlenhydrat-Strukturen läuft unabhängig von T-Zellen ab. Daher 
können IgM-Antikörper mit niedriger Affinität zu den gewünschten Kohlenhydraten 
entstehen. Außerdem besteht die Gefahr, dass die IgM-Antikörper neben der gewünschten 
Struktur noch andere Strukturen binden können (Heimburg-Molinaro und Rittenhouse-
Olson, 2009). Aufgrund der Ergebnisse in dieser Arbeit scheinen auch der Anti-Tn und Anti-
TF-Antikörper nicht geeignet für die Detektion von Untergalaktosyliertem IgA zu sein. Das 
kann zum einen an mangelnder Spezifität der Antikörper liegen. Es ist aber auch möglich, 
dass die Antikörperbindung an die IgA1-Glykane durch die Konformation von IgA oder die 
vergleichsweise großen IgM-Antikörper behindert wird. 
Es wurde auch eine Methode untersucht, die unabhängig von Antikörpern und Lektinen das 
Galaktosedefizit detektieren sollte. Die selektive Markierung von untergalaktosylierten IgA1 
O-Glykanen mit UDP-6-biotinyl Galaktose scheiterte daran, dass kein Enzym gefunden 
wurde, dass UDP-6-biotinyl Galaktose auf IgA-Glykane übertragen konnte. Bei der 
Markierung von untergalaktosylierten IgA1 O-Glykanen mit radioaktiv-markierter Galaktose 
konnte im Mittel nur ein geringer, nicht signifikanter Unterschied zwischen der IgAN-
Gruppe und der gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Mehrheit der einzelnen 
Proben der beiden Gruppen unterschied sich aber nicht. Es gab jedoch Hinweise, dass nur 
ein Bruchteil der freien GalNAc-Strukturen markiert werden konnte. Deshalb liegt die 
Vermutung nahe, dass auch bei der enzymatischen Galaktosylierung für den 
Lektin/Antikörper-Nachweis nur ein Teil der freien GalNAc-Strukturen galaktosyliert 
wurde. Das könnte das Ergebnis natürlich verfälschen. Dies könnte entweder daran liegen, 
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dass nicht alle freien GalNAc-Strukturen für das Enzym zugänglich waren (vielleicht 
aufgrund der IgA-Konformation) oder dass die Kinetik des Enzyms einen Transfer auf 
bestimmte GalNAc-Positionen nicht zuließ. Ein Hinweis darauf wurde durch ein kinetisches 
Modell für die Core 1 β1,3 GalT des Schweins geliefert, bei dem benachbarte glykosylierte 
Aminosäuren die Glykosylierung anscheinend inhibierten (Gerken, 2004). Somit konnte mit 
keiner der hier untersuchten Methoden die Untergalaktosylierung des IgA1 Moleküls bei 
IgAN detektiert werden. Auch konnte keine Korrelation der Schwere der Erkrankung mit der 
Untergalaktosylierung beobachtet werden. Trotz mangelhafter Selektivität zeigten die 
verschiedenen Methoden zum Teil übereinstimmende Ergebnisse. Das HA Lektin zeigte die 
höchste Bindungsfähigkeit an die Proben 13, 31 und 33 der IgAN-Gruppe, den größten 
Unterschied nach Galaktosetransfer bei den Proben 33, 13 und 18. Der Anti-Tn Antikörper 
mit der gleichen Spezifität zeigte die höchste Bindungsfähigkeit ebenfalls an die Probe 31, 
und an 18 und 25. Der größte Unterschied nach dem Galaktosetransfer zeigte sich auch hier 
bei den Proben 18, 33 und 31. Der Anti-TF Antikörper zeigte entsprechend die niedrigste 
Bindungsfähigkeit zu Probe 22, aber auch zu 18 und 31. Der größte Unterschied nach 
Galaktosetransfer trat hier bei den Proben 22 und 31 auf. Die Markierung mit 3H 
radioaktiver Galaktose zeigte ein vergleichbares Ergebnis wie der Anti-TF Antikörper, den 
höchsten Wert zeigten die Proben 22 und 31. Diese zum Teil vergleichbaren Ergebnisse 
sprechen dafür, dass die hier angewendeten Verfahren doch eine gewisse Spezifität 
aufweisen und die Ergebnisse nicht zufällig sind. Auch wenn die hier untersuchten 
Methoden ungeeignet zur Detektion der Untergalaktosylierung bei IgAN waren, muss auch 
die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass nur ein geringer Prozentsatz des IgA1 im 
Serum untergalaktosyliert war und für eine Detektion nicht ausreichte. Es muss deshalb 
generell in Betracht gezogen werden, dass es unmöglich sein kann, alle IgAN-Patienten 
anhand des Galaktosedefizits des IgA1-Moleküls im Serum zu detektieren.  
Die Methode der selektiven Markierung von Glykanen birgt dennoch weiterhin Potential für 
andere diagnostische Anwendungen. 
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5. Zusammenfassung 
In dieser Arbeit fand eine umfassende und detailierte Charakterisierung eines Anti-Tn- und 
TF-Antikörpers und zweier Lektine, Helix aspersa Lektin und Jacalin im Hinblick auf ihre 
Wechselwirkung mit IgA1 O-Glykanen statt. Ziel war es, bereits existierende ELISA-
Verfahren zur Detektion von untergalaktosyliertem IgA1 bei IgAN zu bewerten und neue 
Methoden zur Detektion zu entwickeln und ebenfalls zu bewerten. Die Antikörper und das 
Helix aspersa Lektin wurden genutzt, um Serum-IgA und aus dem Serum isoliertes IgA von 
IgAN-Patienten und Kontrollen (von gesunden Personen und Personen mit anderen 
Autoimmun- oder Nierenerkrankungen) zu untersuchen. Mit diesen Antikörpern und dem 
Lektin konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den IgAN-Patienten und den 
Kontrollgruppen festgestellt werden. Daraufhin wurden zwei neue Methoden zur Analyse  
der IgA1 O-Glykosylierung entwickelt. Im ersten Ansatz wurde versucht, die 
untergalaktosylierten freien GalNAc-Strukturen des IgA enzymatisch mit 3H-Galaktose 
radioaktiv zu markieren. Dazu wurden drei rekombinant exprimierte homologe Enzyme der 
Core 1 β1,3 Galaktosyltransferase aus Homo sapiens, Drosophila melanogaster und E. coli, 
die  Galaktose auf GalNAc übertragen, auf ihre Aktivität mit UDP-Galaktose als Donor und 
GalNAc-α-Benzyl und IgA als Akzeptor untersucht und detailiert charakterisiert. Die 
humane C1GalT ließ sich in E. coli nur in Incusion bodies exprimieren und zeigte auch nach 
Rückfaltung keine Aktivität. Auch die bC1GalT fiel bei Expression in E. coli zu einem 
großen Teil in Inclusion bodies an. Der Anteil an löslich exprimiertem Enzym und die 
volumetrische Aktivität konnten durch Fusion mit einem Propeptid einer Lipase aus 
Staphylococcus hyicus um mindestens das Zehnfache gesteigert werden. Die bC1GalT zeigte 
Aktivität mit UDP-Galaktose und GalNAc-α-Benzyl, nicht aber mit IgA. Die dC1GalT, 
exprimiert in Hi5 Insektenzellen, zeigte Aktivität mit UDP-Galaktose und GalNAc-α-Benzyl 
und war das einzige Enzym, das Galaktose auch auf IgA übertragen konnte. Das Problem bei 
der Analyse von IgA O-Glykanen ist die Mikroheterogenität: Jedes IgA1-Molekül besitzt ein 
individuelles Glykosylierungsmuster, dass nicht mit anderen IgA1-Molekülen 
übereinstimmen muss. Schwankungen im Galaktosegehalt erschweren so die Detektion von 
untergalaktosyliertem IgA. Daher wurde in einem zweiten Ansatz IgA aus den 40 Proben 
enzymatisch galaktosyliert. Der Galaktosegehalt der Probe vor und nach dem 
Galaktosetransfer wurde mit dem Helix aspersa Lektin und dem Tn- und TF-spezifischen 
Antikörper analysiert. So sollte für jede untersuchte Probe ein Standard geschaffen werden, 
der den maximal möglichen Galaktosegehalt angibt. Durch Vergleich der Proben vor und 
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nach dem Galaktosetransfer sollten sich untergalaktosylierte Proben von normalen Proben 
abheben: Bei untergalaktosyliertem IgA sollte der Unterschied vor und nach 
Galaktosetransfer sehr groß sein. Bei Proben mit normalem Galaktosegehalt sollte der 
Unterschied gering sein. Leider zeigte sich auch mit dieser Untersuchungsmethode kein 
Unterschied zwischen IgAN-Patienten und Kontrollen. Daraufhin wurden 
untergalaktosylierte IgA1 O-Glykane in 40 Proben aus einem Kollektiv aus IgAN-Patienten 
und Kontrollen enzymatisch mit radioaktiver Galaktose markiert. Es zeigte sich nur ein 
geringer, nicht signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der 8 IgAN Patienten und 10 
gesunden Kontrollpersonen. Diese Methode konnte nicht genutzt werden, um IgAN-
Patienten unter einer gesunden Gruppe zu detektieren. Damit wurde zwar ein Ziel dieser 
Arbeit, die Entwicklung und Evaluierung von Analyseverfahren für IgA1 O-Glykane 
erreicht. Aber Antikörper und Lektine zeigten eine mangelhafte Spezifität für ihre jeweiligen 
Zielmoleküle und waren nicht für die Detektion von untergalaktosyliertem IgA geeignet. Es 
zeigte sich, das sowohl die hier neu entwickelten als auch schon bestehende Verfahren nicht 
sensitiv genug sind, um zur Diagnostik von IgAN verwendet zu werden.  
 
 
 
 
 
6. SUMMARY    
In this work, the binding characteristics of a Tn and a TF-Antibody and two lectins, HAA 
from Helix aspersa and Jacalin towards IgA1 O-glycans were characterized in detail. The 
aim was to evaluate existing techniques for the detection of undergalactosylated IgA O-
glycans in IgA nephropathy and to develop and analyse new detection methods. A set of 
serum samples from IgAN patients and controls was analyzed with the antibodies and the 
HAA lectin. However, no significant difference in the glycosylation profile could be 
found. A new technique for the detection of undergalactosylated IgA O-glycans was 
developed, that employs the enzymatic labeling of undergalactosylated glycans. Therefore, 
an enzyme that was able to transfer galactose onto free GalNAc sites on IgA1 had to be 
cloned. For this purpose, three homologous core 1 β1,3 galactosyltransferases, that transfer 
galactose onto GalNAc from human, drosophila melanogaster and E. coli were 
recombinantly expressed and characterized in detail. The human enzyme was only formed 
in inclusion bodies and showed almost no activity. The bacterial enzyme was also formed 
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in inclusion bodies. The solubility and activity of this enzyme could be greatly enhanced 
by expressing it as fusion protein with a propeptide from a lipase of staphylococcus hyicus. 
However, it was not able to transfer galactose onto IgA1 O-glycans. The enzyme from 
drosophila melanogaster showed a high activity when expressed in Hi5 insect cells and 
was the only one able to transfer galactose onto IgA1 O-glycans. In the first approach, 
unlabeled galactose was transferred by the drosophila C1 GalT onto free GalNAc moieties 
on IgA1. The binding profile of the Tn- and TF-antibody and the HAA lectin to IgA O-
glycans was analyzed before and after the transfer of galactose. This should establish a 
homogenously galactosylated glycan standard. The comparison of the galactosylation 
profile before and after the transfer should show a great difference in undergalactosylated 
samples and a little difference in normally galactosylated samples and thus identify IgAN 
patients. Unfortunately, this method, also was not able to show a significant difference in 
the IgA glycosylation of IgAN patients and controls. This was greatly due to the poor 
specificity of the antibodies and lectin for their sugars. Secondly, free GalNAc moieties on 
IgA1 from the set of serum samples from IgAN patients and controls were labeled by the 
drosophila C1GalT with radioactive galactose (3H galactose).  By this technique, no 
significant difference in the glycosylation pattern of IgAN patients and controls could be 
demonstrated. It seemed that enzyme kinetics prevented a complete labeling of all free 
GalNAc moieties. The aim to develop and evaluate different methods for the analysis of 
IgA1 O-glycans was achieved. However, none of the analysed methods was able to 
discriminate between IgAN patients and controls significantly. No method that was 
suitable as a sero-diagnostic test for IgAN could be developed.   
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7 Anhang 
7.1 Lösungen und Puffer 
 
PBS 
93,75 mM  Na2HPO4 
6,25   mM NaH2PO4 
150    mM NaCl 
pH = 7,4 
 
PBST 
93,75 mM  Na2HPO4 
6,25   mM NaH2PO4 
150    mM NaCl 
0,1 %   Tween-20 
pH = 7,4 
 
0,1 M D(+)-Melibiose 
  
SDS-Puffer 
25 mM Tris  
129 mM Glycin 
0,1 % SDS 
 
Blot-Transferpuffer 
25 mM Tris-Cl pH 8,3 
150 mM Glycin 
10 % Methanol 
 
Entfärber 
400 ml Ethanol  
500 ml H2O dest. 
100 ml Essigsäure, Konzentrat 
 
Zusammensetzung 10 %iges SDS Trenngel 
8,35 ml Acrylamid 30 % 
6,05 ml Trenngelpuffer (1 M Tris-Cl, pH 8,8) 
9,8 ml H2O 
250 µl SDS 10 % 
6,25 µl TEMED 
625 µl APS (50 mg/ml) 
 
Zusammensetzung 16 %iges SDS Trenngel 
13,4 ml Acrylamid 30% 
6,05 Trenngelpuffer 
4,8 ml H2O 
250 µl SDS 10 % 
6,25 µl TEMED 
625 µl APS (50 mg/ml) 
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Zusammensetzung 4 %iges SDS Sammelgel 
1,67 ml Acrylamid 30 % 
3,53 ml Sammelgelpuffer (0,375 M Tris-Cl pH 6,8) 
125 µl SDS 10 % 
6,3 ml H2O 
5  µl TEMED 
1 ml APS (50 mg/ml) 
 
Puffer für die Rückfaltung von Proteinen: 
Lösungspuffer 
50 mM Tris-Cl pH 8,0 
25 % Sucrose 
1 mM NaEDTA 
10 mM DTT 
 
Lysis Puffer 
50 mM Tris-Cl, pH 8,0 
1 % Triton X-100 
1 % Na-Deoxycholat 
100 mM NaCl 
10 mM DTT 
 
Waschpuffer mit Triton X-100 
50 mM Tris-Cl pH 8,0 
0,5 % Triton X-100 
100 mM NaCl 
1 mM NaEDTA 
1 mM DTT 
 
Waschpuffer  
50 mM Tris-Cl pH 8,0 
100 mM NaCl 
1 mM NaEDTA 
1 mM DTT 
 
Rückfaltungspuffer 
100 mM Tris-Cl, pH 7,0 
400 mM L-Arginin 
2 mM NaEDTA 
0,5 mM oxidiertes Glutathion 
5 mM reduziertes Glutathion 
50 µl Protease Inhibitor Cocktail für bakterielle Zellextrakte 
 
Rückfaltungspuffer II 
100 mM Tris-Cl pH 7,5 
5 mM reduziertes Glutathion 
 
Anti His6-Peroxidase Konjugat 
100 mU/ml Peroxidase in TBS (10 mM Tris-Cl pH 7,2, 150 mM NaCl)    
 
Anhang 
_________________________________________________________________________ 
208 
 
7.2 Sequenzen 
 
DNS Sequenz (753 Basen) von WbiP  (bC1GalT) aus E. coli O127: K63(B8) optimiert für 
eine Expression in E. coli 
 
GGTACCATGATTAGCGTGATCATGTGCATCAACAAATACGATAGCTATGTGATGCCGGCGATTAACAGCATTCT
GAACCAGACCTATAAAAAATACGAACTGATCATTGTGGCGAACGGCAACGAAGCGAGCGATATTGCGCGTGTGC
TGAAAAACAACATCAAACAGACCGAAAACGTGAACATTATCGAAACCAACATTGGCCAACTGGCATTCAGCCTG
AACCTGGCCATTAGCAAAGCGAAATATGATATTATCGCGCGCATGGATAGCGATGATATTGCGCTGCCGAACCG
TCTGCAGAAACAAATCAAATATCTGATCGATAACGAACTGGATCTGATTGGCACCAGCATTAACCTGATCGATG
AAAACGATGGCTTTCTGGGCGTGCGTCTGTATCCGCGTCAGAAACTGATTAACCGCTATATCATGTTTCGTAAC
TGCTTTGCGCATCCGAGCATCATGTTTCGCAAAGACCTGTTTCTGAAAACCCGTGGCTATAACGGCGGCTTTAA
CAGCGAAGATTATGATCTGTGGCTGCGTATGCGTAGCCTGAAACCGCGTTGGGATAACATGGAAGAACCGCTGC
TGAACTATCGTGTGCATAGCAACAGCACCCAGAAAAGCAAACTGGCCTATTATGAATGCGCGGGTTACAGTCTG
CGTGAATTCCTGAAAAAAAAAAGCATCATGAGCTTTCTGAGCTGCACCTATCATTTTATTAAAGCGCTGGTGAA
ATAATAAGAGCTC 
 
DNS Sequenz der Sequenzierung von pET16bC1 (ausgehend vom T7 Promotor) 
TAGAATAATTTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCATTGATTAGCGTGATCATGTGCATCAACAAA
TACGATAGCTATGTGATGCCGGCGATTAACAGCATTCTGAACCAGACCTATAAAAAATACGAACTGATCATTGT
GGCGAACGGCAACGAAGCGAGCGATATTGCGCGTGTGCTGAAAAACAACATCAAACAGACCGAAAACGTGAACA
TTATCGAAACCAACATTGGCCAACTGGCATTCAGCCTGAACCTGGCCATTAGCAAAGCGAAATATGATATTATC
GCGCGCATGGATAGCGATGATATTGCGCTGCCGAACCGTCTGCAGAAACAAATCAAATATCTGATCGATAACGA
ACTGGATCTGATTGGCACCAGCATTAACCTGATCGATGAAAACGATGGCTTTCTGGGCGTGCGTCTGTATCCGC
GTCAGAAACTGATTAACCGCTATATCATGTTTCGTAACTGCTTTGCGCATCCGAGCATCATGTTTCGCAAAGAC
CTGTTTCTGAAAACCCGTGGCTATAACGGCGGCTTTAACAGCGAAGATTATGATCTGTGGCTGCGTATGCGTAG
CCTGAAACCGCGTTGGGATAACATGGAAGAACCGCTGCTGAACTATCGTGTGCATAGCAACAGCACCCAGAAAA
GCAAACTGGCCTATTATGAATGCGCGGGTTACAGTCTGCGTGAATTCCTGAAAAAAAAAAGCATCATGAGCTTT
CTGAGCTGCACCTATCATTTTATTAAAGCGCTGGTGAAACTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGA
AGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGG
GTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCCGGATATCCCGCAGAGGC 
 
DNS Sequenz der Sequenzierung von pET22bC1 
 
TGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGC
TGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGGCATGATTAGCGTGATCATGTGCATCAACAAATACGATAGCTATGTGATGC
CGGCGATTAACAGCATTCTGAACCAGACCTATAAAAAATACGAACTGATCATTGTGGCGAACGGCAACGAAGCG
AGCGATATTGCGCGTGTGCTGAAAAACAACATCAAACAGACCGAAAACGTGAACATTATCGAAACCAACATTGG
CCAACTGGCATTCAGCCTGAACCTGGCCATTAGCAAAGCGAAATATGATATTATCGCGCGCATGGATAGCGATG
ATATTGCGCTGCCGAACCGTCTGCAGAAACAAATCAAATATCTGATCGATAACGAACTGGATCTGATTGGCACC
AGCATTAACCTGATCGATGAAAACGATGGCTTTCTGGGCGTGCGTCTGTATCCGCGTCAGAAACTGATTAACCG
CTATATCATGTTTCGTAACTGCTTTGCGCATCCGAGCATCATGTTTCGCAAAGACCTGTTTCTGAAAACCCGTG
GCTATAACGGCGGCTTTAACAGCGAAGATTATGATCTGTGGCTGCGTATGCGTAGCCTGAAACCGCGTTGGGAT
AACATGGAAGAACCGCTGCTGAACTATCGTGTGCATAGCAACAGCACCCAGAAAAGCAAACTGGCCTATTATGA
ATGCGCGGGTTACAGTCTGCGTGAATTCCTGAAAAAAAAAAGCATCATGAGCTTTCTGAGCTGCACCTATCATT
TTATTAAAGCGCTGGTGAAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAG
GAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAG
GGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAAC 
 
DNS Sequenz der Sequenzierung von pProbC1 
CTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCCATCATCATCATCATCATAATGATTCGAC
AACACAAACAACGACACCACTGGAAGTCGCTCAAACGTCGCAGCAAGAAACACATACACATCAAACACCTGTTA
CATCATTACATACTGCAACACCTGAACATGTTGATGACTCTAAAGAAGCAACACCTTTACCTGAAAAAGCAGAG
TCACCAAAAACCGAAGTGACAGTTCAACCTTCATCGCATACACAGGAAGTACCTGCGTTACATAAAAAAACACA
GCAACAACCGGCGTATAAGGATAAAACGGTACCAGAGTCAACGATAGCATCAAAGTCGGTTGAATCAAATAAAG
CAACAGAAAATGAGATGTCACCTGTTGAACATCATGCTTCAAATGTGGAAAAACGTGAAGATAGATTGGAGACT
AATGAGACAACACCGCCATCAGTGGACCGTGAATTTAGCCATAAAATCATCAATAATGCGCACGTAAATCCAAA
AACGGATGGACAAACAAACGTTAATGTTGATACGAAAACGATAGACACCGTTTCACCGAAAGATGACAGAATAG
ATACGGCGCAACCGAAACAAGTCGACGCTCCTAAAGAAAATACAACGGCACAAAATAAATTTACATCACAAGCG
AGCCAATTGGGTACCATGATTAGCGTGATCATGTGCATCAACAAATACGATAGCTATGTGATGCCGGCGATTAA
                                                                                                                             
                                                                                                                                Anhang 
_________________________________________________________________________ 
209 
 
CAGCATTCTGAACCAGACCTATAAAAAATACGAACTGATCATTGTGGCGAACGGCAACGAAGCGAGCGATATTG
CGCGTGTGCTGAAAAACAACATCAAACAGACCGAAAACGTGAACATTATCGAAACCAACATTGGCCAACTGGCA
TTCAGCCTGAACCTGGCCATTAGCAAAGCGAAATATGATATTATCGCGCGCATGGATAGCGATGATATTGCGCT
GCCGAACCGTCTGCAGAAACAAATCAAATATCTGATCGATAACGAACTGGATCTGATTGGCACCAGCATTAACC
TGATCGATGAAAACGATGGCTTTCTGGGCGTGCGTCTGTATCCGCGTCAGAAACTGATTAACCGCTATATCATG
TTTCGTAACTGCTTTGCGCATCCGAGCATCATGTTTCGCAAAGACCTGTTTCTGAAAACCCGTGGCTATAACGG
CGGCTTTAACAGCGAAGATTATGATCTGTGGCTGCGTATGCGTAGCCTGAAACCGCGTTGGGATAACATGGAAG
AACCGCTGCTGAACTATCGTGTGCATAGCAACAGCACCCAGAAAAGCAAACTGGCCTATTATGAATGCGCGGGT
TACAGTCTGCGTGAATTCCTGAAAAAAAAAAGCATCATGAGCTTTCTGAGCTGCACCTATCATTTTATTAAAGC
GCTGGTGAAACTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCA
ATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG 
 
DNS Sequenz der hC1GalT (ohne Transmembrandomäne) (1038 Basen) mit Kodierung für 
N-terminalen His6-tag  
ATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGGAAAAGGTTGACACCCAGCCTAATGTTCTTCA
TAATGATCCTCATGCAAGGCATTCAGATGATAATGGACAGAATCATCTAGAAGGACAAATGAACTTCAATGCAG
ATTCTAGCCAACATAAAGATGAGAACACAGACATTGCTGAAAACCTCTATCAGAAAGTTAGAATTCTTTGCTGG
GTTATGACCGGCCCTCAAAACCTAGAGAAAAAGGCCAAACACGTCAAAGCTACTTGGGCCCAGCGTTGTAACAA
AGTGTTGTTTATGAGTTCAGAAGAAAATAAAGACTTCCCTGCTGTGGGACTGAAAACCAAAGAAGGCAGAGATC
AACTATACTGGAAAACAATTAAAGCTTTTCAGTATGTTCATGAACATTATTTAGAAGATGCTGATTGGTTTTTG
AAAGCAGATGATGACACGTATGTCATACTAGACAATTTGAGGTGGCTTCTTTCAAAATACGACCCTGAAGAACC
CATTTACTTTGGGAGAAGATTTAAGCCTTATGTAAAGCAGGGCTACATGAGTGGAGGAGCAGGATATGTACTAA
GCAAAGAAGCCTTGAAAAGATTTGTTGATGCATTTAAAACAGACAAGTGTACACATAGTTCCTCCATTGAAGAC
TTAGCACTGGGGAGATGCATGGAAATTATGAATGTAGAAGCAGGAGATTCCAGAGATACCATTGGAAAAGAAAC
TTTTCATCCCTTTGTGCCAGAACACCATTTAATTAAAGGTTATCTACCTAGAACGTTTTGGTACTGGAATTACA
ACTATTATCCTCCTGTAGAGGGTCCTGGTTGCTGCTCTGATCTTGCAGTTTCTTTTCACTATGTTGATTCTACA
ACCATGTATGAGTTAGAATACCTCGTTTATCATCTTCGTCCATATGGTTATTTATACAGATATCAACCTACCTT
ACCTGAACGTATACTAAAGGAAATTAGTCAAGCAAACAAAAATGAAGATACAAAAGTGAAGTTAGGAAATCCTT
GA 
 
DNS-Sequenz von Cosmc mit C-terminalem His6-tag aus dem Vektor pETDuet1 
(Mischsequenz in der Mitte des Gens ließ sich nicht eindeutig editieren, Mutation C285T 
unterstrichen) 
 
ATGGCAGATCTCAATTGGAGGATTGGTCATGGAAATAGAATGCACCACCATGAGCATCATCACCTACAAGCTCC
TAACAAAGAAGATATCTTGAAAATTTCAGAGGATGAGCGCATGGAGCTCAGTAAGAGCTTTCGAGTATACTGTA
TTATCCTTGTAAAACCCAAAGATGTGAGTCTTTGGGCTGCAGTAAAGGAGACTTGGACCAAACACTGTGACAAA
GCAGAGTTCTTCAGTTCTGAAAATGTTAAAGTGTTTGAGTCAATTAATATGGACACAAATGACATGTGGTTAAT
GATGAGAAAAGCTTACAAATACGCCTTTGATAAGTATAGAGACCAATACAACTGGTTCTTCCTTGCACGCCCCA
CTACGTTTGCTATCATTGAAAACCTAAAGTATTTTTTGTTAAAAAAGGATCCATCACAGCCTTTCTATCTAGGC
CACACTATAAAATCTGGAGACCTTGAATATGTGGGTATGGAAGGAGGAATTGTCTTAAGTGTAGAATCAATGAA
AAGACTTAACAGCCTTCTCAATATCCCAGAAAAGTGTCCTGAACAGGGAGGGATGATTTGGAAGATATCTGAAG
ATAAACAGCTAGCAGTTTGCCTGAAATATGCTGGAGTATTTGCAGAAAATGCAGAAGATGCTGATGGAAAAGAT
GTATTTAATACCAAATCTGTTGGGCTTTCTATTAAAGAGGCAATGACTTATCACCCCAACCAGGTAGTAGAAGG
CTGTTGTTCAGATATGGCTGTTACTTTTAATGGACTGACTCCAAATCAGATGCATGTGATGATGTATGGGGTAT
ACTGCCTTAGGGCATTTGGGCATATTTTCAATGATGCATTGGTTTTCTTACCTCCAAATGGTTCTGACAATGAC
CTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTA
A 
 
DNS Sequenz der hC1GalT mit N-terminalem His6-tag und Propeptid 
ATGGGCCATCATCATCATCATCATAATGATTCGACAACACAAACAACGACACCACTGGAAGTCGCTCAAACGTC
GCAGCAAGAAACACATACACATCAAACACCTGTTACATCATTACATACTGCAACACCTGAACATGTTGATGACT
CTAAAGAAGCAACACCTTTACCTGAAAAAGCAGAGTCACCAAAAACCGAAGTGACAGTTCAACCTTCATCGCAT
ACACAGGAAGTACCTGCGTTACATAAAAAAACACAGCAACAACCGGCGTATAAGGATAAAACGGTACCAGAGTC
AACGATAGCATCAAAGTCGGTTGAATCAAATAAAGCAACAGAAAATGAGATGTCACCTGTTGAACATCATGCTT
CAAATGTGGAAAAACGTGAAGATAGATTGGAGACTAATGAGACAACACCGCCATCAGTGGACCGTGAATTTAGC
CATAAAATCATCAATAATGCGCACGTAAATCCAAAAACGGATGGACAAACAAACGTTAATGTTGATACGAAAAC
GATAGACACCGTTTCACCGAAAGATGACAGAATAGATACGGCGCAACCGAAACAAGTCGACGCTCCTAAAGAAA
ATACAACGGCACAAAATAAATTTACATCACAAGCGAGCCAATTGATGAATGATCCTCATGCAAGGCATTCAGAT
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GATAATGGACAGAATCATCTAGAAGGACAAATGAACTTCAATGCAGATTCTAGCCAACATAAAGATGAGAACAC
AGACATTGCTGAAAACCTCTATCAGAAAGTTAGAATTCTTTGCTGGGTTATGACCGGCCCTCAAAACCTAGAGA
AAAAGGCCAAACACGTCAAAGCTACTTGGGCCCAGCGTTGTAACAAAGTGTTGTTTATGAGTTCAGAAGAAAAT
AAAGACTTCCCTGCTGTGGGACTGAAAACCAAAGAAGGCAGAGATCAACTATACTGGAAAACAATTAAAGCTTT
TCAGTATGTTCATGAACATTATTTAGAAGATGCTGATTGGTTTTTGAAAGCAGATGATGACACGTATGTCATAC
TAGACAATTTGAGGTGGCTTCTTTCAAAATACGACCCTGAAGAACCCATTTACTTTGGGAGAAGATTTAAGCCT
TATGTAAAGCAGGGCTACATGAGTGGAGGAGCAGGATATGTACTAAGCAAAGAAGCCTTGAAAAGATTTGTTGA
TGCATTTAAAACAGACAAGTGTACACATAGTTCCTCCATTGAAGACTTAGCACTGGGGAGATGCATGGAAATTA
TGAATGTAGAAGCAGGAGATTCCAGAGATACCATTGGAAAAGAAACTTTTCATCCCTTTGTGCCAGAACACCAT
TTAATTAAAGGTTATCTACCTAGAACGTTTTGGTACTGGAATTACAACTATTATCCTCCTGTAGAGGGTCCTGG
TTGCTGCTCTGATCTTGCAGTTTCTTTTCACTATGTTGATTCTACAACCATGTATGAGTTAGAATACCTCGTTT
ATCATCTTCGTCCATATGGTTATTTATACAGATATCAACCTACCTTACCTGAACGTATACTAAAGGAAATTAGT
CAAGCAAACAAAAATGAAGATACAAAAGTGAAGTTAGGAAATCCTTGA 
 
 
Aminosäuresequenz der bC1GalT – WbiP – aus E. coli O127: K63(B8) (245 Aminosäuren) 
MISVIMCINKYDSYVMPAINSILNQTYKKYELIIVANGNEASDIARVLKNNIKQTENVNIIETNIGQLAFSLNL
AISKAKYDIIARMDSDDIALPNRLQKQIKYLIDNELDLIGTSINLIDENDGFLGVRLYPRQKLINRYIMFRNCF
AHPSIMFRKDLFLKTRGYNGGFNSEDYDLWLRMRSLKPRWDNMEEPLLNYRVHSNSTQKSKLAYYECAGYSLRE
FLKKKSIMSFLSCTYHFIKALVK 
 
Aminosäuresequenz der  bC1GalT mit N-terminalem His6-tag 
MAHHHHHHVDDDDKMISVIMCINKYDSYVMPAINSILNQTYKKYELIIVANGNEASDIARVLKNNIKQTENVNI
IETNIGQLAFSLNLAISKAKYDIIARMDSDDIALPNRLQKQIKYLIDNELDLIGTSINLIDENDGFLGVRLYPR
QKLINRYIMFRNCFAHPSIMFRKDLFLKTRGYNGGFNSEDYDLWLRMRSLKPRWDNMEEPLLNYRVHSNSTQKS
KLAYYECAGYSLREFLKKKSIMSFLSCTYHFIKALVK 
 
Aminosäuresequenz der bC1GalT mit C-terminalem His6-tag 
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMGMISVIMCINKYDSYVMPAINSILNQTYKKYELIIVANGNEASDIARVLKN
NIKQTENVNIIETNIGQLAFSLNLAISKAKYDIIARMDSDDIALPNRLQKQIKYLIDNELDLIGTSINLIDEND
GFLGVRLYPRQKLINRYIMFRNCFAHPSIMFRKDLFLKTRGYNGGFNSEDYDLWLRMRSLKPRWDNMEEPLLNY
RVHSNSTQKSKLAYYECAGYSLREFLKKKSIMSFLSCTYHFIKALVKLEHHHHHH 
 
Aminosäuresequenz der bC1GalT ohne Markierung 
MCINKYDSYVMPAINSILNQTYKKYELIIVANGNEASDIARVLKNNIKQTENVNIIETNIGQLAFSLNLAISKA
KYDIIARMDSDDIALPNRLQKQIKYLIDNELDLIGTSINLIDENDGFLGVRLYPRQKLINRYIMFRNCFAHPSI
MFRKDLFLKTRGYNGGFNSEDYDLWLRMRSLKPRWDNMEEPLLNYRVHSNSTQKSKLAYYECAGYSLREFLKKK
SIMSFLSCTYHFIKALVKLEDPAANKARKEAELAAATAEQ 
 
Aminosäuresequenz der bC1GalT mit N-terminalem His6-tag und Propeptid 
MGHHHHHHNDSTTQTTTPLEVAQTSQQETHTHQTPVTSLHTATPEHVDDSKEATPLPEKAESPKTEVTVQPSSH
TQEVPALHKKTQQQPAYKDKTVPESTIASKSVESNKATENEMSPVEHHASNVEKREDRLETNETTPPSVDREFS
HKIINNAHVNPKTDGQTNVNVDTKTIDTVSPKDDRIDTAQPKQVDAPKENTTAQNKFTSQASQLGTMISVIMCI
NKYDSYVMPAINSILNQTYKKYELIIVANGNEASDIARVLKNNIKQTENVNIIETNIGQLAFSLNLAISKAKYD
IIARMDSDDIALPNRLQKQIKYLIDNELDLIGTSINLIDENDGFLGVRLYPRQKLINRYIMFRNCFAHPSIMFR
KDLFLKTRGYNGGFNSEDYDLWLRMRSLKPRWDNMEEPLLNYRVHSNSTQKSKLAYYECAGYSLREFLKKKSIM
SFLSCTYHFIKALVKLEDPAANKARKKLSWLLPPLSNN 
 
Aminosäuresequenz der hC1GalT mit N-terminalem His6-tag (345 Aminosäuren) 
MGSSHHHHHHSQDPEKVDTQPNVLHNDPHARHSDDNGQNHLEGQMNFNADSSQHKDENTDIAENLYQKVRILCW
VMTGPQNLEKKAKHVKATWAQRCNKVLFMSSEENKDFPAVGLKTKEGRDQLYWKTIKAFQYVHEHYLEDADWFL
KADDDTYVILDNLRWLLSKYDPEEPIYFGRRFKPYVKQGYMSGGAGYVLSKEALKRFVDAFKTDKCTHSSSIED
LALGRCMEIMNVEAGDSRDTIGKETFHPFVPEHHLIKGYLPRTFWYWNYNYYPPVEGPGCCSDLAVSFHYVDST
TMYELEYLVYHLRPYGYLYRYQPTLPERILKEISQANKNEDTKVKLGNP 
 
Aminosäuresequenz der hC1GalT mit N-terminalem His6-tag und Propeptid 
MGHHHHHHNDSTTQTTTPLEVAQTSQQETHTHQTPVTSLHTATPEHVDDSKEATPLPEKAESPKTEVTVQPSSH
TQEVPALHKKTQQQPAYKDKTVPESTIASKSVESNKATENEMSPVEHHASNVEKREDRLETNETTPPSVDREFS
HKIINNAHVNPKTDGQTNVNVDTKTIDTVSPKDDRIDTAQPKQVDAPKENTTAQNKFTSQASQLMNDPHARHSD
DNGQNHLEGQMNFNADSSQHKDENTDIAENLYQKVRILCWVMTGPQNLEKKAKHVKATWAQRCNKVLFMSSEEN
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KDFPAVGLKTKEGRDQLYWKTIKAFQYVHEHYLEDADWFLKADDDTYVILDNLRWLLSKYDPEEPIYFGRRFKP
YVKQGYMSGGAGYVLSKEALKRFVDAFKTDKCTHSSSIEDLALGRCMEIMNVEAGDSRDTIGKETFHPFVPEHH
LIKGYLPRTFWYWNYNYYPPVEGPGCCSDLAVSFHYVDSTTMYELEYLVYHLRPYGYLYRYQPTLPERILKEIS
QANKNEDTKVKLGNP 
 
Aminosäuresequenz der dC1GalT 
MTANSLLGRSILNEGRSNKRSFVSLIVGLIVGFCLAELFVYSTPERSEFMPYDGHRHGDVNDAHHSHDMMEMSG
PEQDVGGHEHVHENSTIAERLYSEVRVLCWIMTNPSNHQKKARHVKRTWGKRCNKLIFMSSAKDDELDAVALPV
GEGRNNLWGKTKEAYKYIYEHHINDADWFLKADDDTYTIVENMRYMLYPYSPETPVYFGCKFKPYVKQGYMSGG
AGYVLSREAVRRFVVEALPNPKLCKSDNSGAEDVEIGKCLQNVNVLAGDSRDSNGRGRFFPFVPEHHLIPSHTD
KKFWYWQYIFYKTDEGLDCCSDNAISFHYVSPNQMYVLDYLIYHLRPYGIINTPDALPNKLAVGELMPEIKEQA
TESTSDGVSKRSAETKTQ 
 
 
7.3 Vektorkarten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 93 : Vektorkarte pETDuet1hC1GalT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 94: Vektorkarte pProhC1GalT Vektor zur Expression der humanen Core 1  
β1-3Galaktosyltransferase mit N-terminalem His6-tag und Propeptid. 
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Abbildung 95: Vektorkarte pET 46bC1. Vektor zur Expression der bC1 GalT mit N-terminaler His6-
Markierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  96: Vektorkarte pET 22b bC1. Vektor zur Expression der bC1 GalT mit C-terminaler His6-
Markierung. 
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Abbildung 97: Vektorkarte pET 16 bC1. Vektor zur Expression der bC1 GalT ohne Markierung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  98:  Vektorkarte pProbC1GalT. Vektor zur Expression der bakteriellen Core 1 β1-3 
Galaktosyltransferase mit N-terminalem His6-tag und Propeptid. 
 
 
 
 
 
 
pProbC1
7029 bps
1000
2000
30004000
5000
6000
7000
AatII
SspI
PvuI
BsaI
AhdI
SapI
Bpu10I
BsmI
NruI
HpaI
BssHII
BstEII
BclI
MluI
SphI
NcoI
KpnI
MunI
KpnI
BclI
BsmI
BclI
BsmI
BssHII
ClaI
ClaI
BsmI
EcoRI
XhoI
ClaI
EcoRI
AP
Ori pBR322
lacI
Propeptidb13GalT
pET16 bC1 
6386 
bps 
100
0 
200
0 
300
0 
400
0 
500
0 
600
0 
Ss
pI Xho
II Sc
aI Pv
uI Pst
I 
Xho
II 
Sa
 Bst110
7I 
Xho
II Bpu1
0I Fsp
AI Bsp
MI 
Eco5
2I 
Psh
AI 
Xho
II 
Hp
aI 
BstE
II 
Mlu
I 
Xho
II 
Xho
II 
Xb
 
Nc
oI 
Pst
I 
Eco
RI 
Xh
 
Bam
HI 
Xho
II 
Eco
RI 
A
P 
ori pBR 
322 
lac
I 
T7 
 
bacbeta13Ga
lT' 
T7 
Terminator 
Anhang 
_________________________________________________________________________ 
214 
 
7.4 Rohdaten der Lektin- und Antikörperbindung 
 
Tabelle  45: Rohdaten der ELISA und ELLA zur Detektion von untergalaktosyliertem IgA1 
in 40 Serumproben. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte aus 
Dreifachbestimmungen, geordnet nach Patientengruppe und Nummer. Desia = 
Absorptionswert von desialyliertem IgA (vor Galaktosetransfer-Assay), GTA = IgA-
Absorptionswert nach Galaktosetransfer-Assay. IgAN = IgA Nephropathie, nl = 
Personengruppe ohne Befund (mutmaßlich gesund), DM = Diabetes mellitus, MN = 
Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale Glomerulosklerose, MW = Mittelwert, 
SD = Standard Abweichung, HAA = Helix aspersa Lektin, TF = Anti-Thomsen Friedenreich 
Antikörper, Tn = Anti-Tn-Antikörper 
 
DeSia GTA DeSia GTA DeSia 
Probe/Gruppe HAA HAA TF TF Tn 
IgAN Absorption 492 nm 
4 0,423 0,321 0,133 0,899 0,094 
13 0,493 0,377 0,239 1,142 0,101 
18 0,419 0,282 0,107 0,778 0,111 
21      
22 0,427 0,369 0,099 0,978 0,081 
25 0,405 0,365 0,134 1,278 0,105 
31 0,479 0,378 0,151 1,126 0,115 
33 0,465 0,297 0,108 0,628 0,088 
MW 0,445 0,341 0,139 0,975 0,099 
SD 0,034 0,040 0,048 0,226 0,012 
median 0,427 0,365 0,133 0,978 0,101 
      
      
 
 
nl 
     
1 0,485 0,359 0,162 0,962 0,183 
3 0,426 0,376 0,326 1,266 0,187 
9 0,410 0,291 0,228 0,851 0,140 
12 0,449 0,374 0,160 1,468 0,142 
17 0,495 0,447 0,330 1,309 0,167 
20 0,400 0,268 0,091 0,802 0,098 
23 0,417 0,317 0,204 0,699 0,129 
28 0,484 0,325 0,115 0,691 0,149 
32 0,416 0,334 0,273 1,076 2,260 
37 0,507 0,356 0,192 0,730 0,157 
MW 0,449 0,345 0,208 0,985 0,361 
SD 0,040 0,050 0,082 0,281 0,668 
median 0,438 0,345 0,198 0,907 0,153 
      
DM      
2 0,441 0,296 0,174 1,104 0,492 
6 0,291 0,201 0,202 0,755 0,138 
10 0,358 0,295 0,126 1,045 0,283 
19 0,444 0,389 0,302 1,434 0,247 
27 0,478 0,371 0,448 0,614 0,116 
MW 0,402 0,310 0,250 0,990 0,255 
SD 0,077 0,075 0,128 0,320 0,150 
median 0,441 0,296 0,202 1,045 0,247 
      
Vasculitis      
5 0,357 0,151 0,211 0,630  
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8      
29      
MW      
SD      
median      
      
MN      
11 0,447 0,285 0,085 0,435 0,281 
24 0,464 0,288 0,129 0,686 0,083 
26 0,411 0,247 0,150 0,464 0,440 
34 0,395 0,243 0,079 0,584 0,081 
36 0,452 0,317 0,085 0,857 0,093 
MW 0,434 0,276 0,106 0,605 0,195 
SD 0,029 0,031 0,032 0,173 0,161 
Median 0,447 0,285 0,085 0,584 0,093 
      
FSGS      
      
30 0,579 0,424 0,299 1,168 0,119 
35 0,436 0,244 0,109 0,628 0,089 
38 0,418 0,305 0,123 0,873 0,162 
40 0,505 0,340 0,225 0,583 0,434 
MW 0,484 0,328 0,189 0,813 0,201 
SD 0,073 0,075 0,090 0,269 0,158 
Median 0,470 0,322 0,174 0,750 0,140 
 
 
 
 
Tabelle 46: Rohdaten der ELISA und ELLA zur Detektion von untergalaktosyliertem IgA1 
in 40 Serumproben. Dargestellt sind die gemittelten Absorptionswerte aus 
Dreifachbestimmungen, geordnet nach Patientengruppe und Nummer. GTA ohne UG = 
Absorptionswert der Probe ohne Galaktosetransfer (aus dem Galaktosetransfer-Assay ohne 
UDP-Galaktose), GTA = IgA-Absorptionswert nach Galaktosetransfer-Assay (mit UDP-
Galaktose). IgAN = IgA Nephropathie, nl = Personengruppe ohne Befund (mutmaßlich 
gesund), DM = Diabetes mellitus, MN = Membranöse Nephritis, FSGS = Fokale segmentale 
Glomerulosklerose, MW = Mittelwert, SD = Standard Abweichung, TF = Anti-Thomsen 
Friedenreich Antikörper, Tn = Anti-Tn-Antikörper 
 
Probe/Gruppe GTA ohne 
UG 
GTA GTA ohne 
UG 
GTA 
IgAN TF TF Tn Tn 
 Absorption 492 nm 
4 0,218 0,212 0,171 0,132 
13 0,284 0,259 0,175 0,224 
18 0,840 0,458 0,865 0,354 
21     
22 0,468 0,683 0,127 0,227 
25 0,721 0,634 0,209 0,162 
31 0,252 0,347 0,318 0,403 
33 0,822 0,636 0,840 0,666 
MW 0,515 0,461 0,386 0,309 
SD 0,275 0,194 0,324 0,185 
median 0,468 0,458 0,209 0,227 
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nl     
1 0,137 0,123 0,198 0,171 
3 0,179 0,176 0,189 0,144 
9 0,143 0,156 0,149 0,136 
12 0,309 0,280 0,191 0,179 
17 1,650 0,554 1,333 0,397 
20 0,323 0,255 0,107 0,075 
23 0,918 0,678 0,894 0,469 
28 0,561 0,312 0,476 0,341 
32     
37 0,281 0,208 0,435 0,383 
MW 0,500 0,304 0,441 0,255 
SD 0,497 0,189 0,416 0,142 
median 0,309 0,255 0,198 0,179 
     
DM     
2 0,159 0,157 0,214 0,238 
6 0,185 0,183 0,254 0,200 
10 0,296 0,199 0,542 0,259 
19 0,387 0,410 0,253 0,195 
27 0,766 0,593 0,745 0,630 
MW 0,358 0,308 0,402 0,304 
SD 0,246 0,189 0,233 0,184 
median 0,296 0,199 0,254 0,238 
     
Vasculitis     
5 0,237 0,247 0,362 0,288 
8     
29     
MW     
SD     
median     
     
MN     
11 0,190 0,177 0,178 0,127 
24 0,516 0,452 0,204 0,125 
26 0,625 0,761 0,127 0,241 
34 0,468 0,309 0,455 0,300 
36 0,718 0,299 0,767 0,519 
MW 0,503 0,399 0,346 0,262 
SD 0,200 0,224 0,267 0,162 
Median 0,516 0,309 0,204 0,241 
     
FSGS     
     
30 0,175 0,147 0,266 0,266 
35 0,318 0,373 0,169 0,115 
38 0,310 0,289 0,477 0,444 
40 0,427 0,305 0,284 0,222 
MW 0,308 0,278 0,299 0,261 
SD 0,103 0,095 0,129 0,137 
Median 0,314 0,297 0,275 0,244 
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7.5 Molekulargewichts- und Größenstandards  
 
Molekulargewichtsstandard für die               Molekulargewichtsstandard für die 
DNS-Elektrophorese     Proteinelektrophorese 
GeneRuler 1 kb ladder    PageRuler ™ Prestained Protein  
(Fermentas, St. Leon Rot)    Ladder (Fermentas, St. Leon Rot) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Acrylamid Rotiphorese 30%     Roth, Karslruhe 
Agarose       Roth, Karlsruhe 
Ampicillin       Gerbu, Gaiberg 
Acetonitril       Roth, Karlsruhe 
APS        Roth, Karlsruhe 
BSA  Roth, Karlsruhe/  
AppliChem,  Darmstadt 
CoCl2 
Coomassie Blue      Invitrogen, Paisley, UK 
Coomassie Brilliant Blue     Roth, Karlsruhe 
CuCl2        Roth, Karlsruhe 
DAB        Roche Diagnostics, Mannheim 
DTT        AppliChem, Darmstadt/ 
Gerbu, Gaiberg 
E. coli Nova Blue      Novagen, Darmstadt 
E. coli BL21(DE3)       Novagen, Darmstadt 
Essigsäure       Roth, Karlsruhe 
Ethanol       Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid      Roth, Karlsruhe 
FeCl2        Roth, Karlsruhe 
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GalNAc-α-Benzyl B4894/200100 Sigma-Aldrich, München 
Benzyl 2-Acetamido-2-Deoxy-α-D-Galaktopyranosid) Calbiochem, Darmstadt 
Galβ1,3GalNAc-Benzyl B5019    Sigma-Aldrich, München 
(=Benzyl 2-Acetamido-2-Deoxy-3-O-β-D-Galactopyranosyl- 
α-D-Galactopyranosid) 
GlucNAc-β-Benzyl      Sigma-Aldrich, München 
(= Benzyl 2-Acetamido-2-Deoxy-β-D-Glucopyranosid 
Glyzerin       Roth, Karlsruhe 
Glycin        Roth, Karslruhe 
Größenstandard DNS      Fermentas, St. Leon Rot 
Größenstandard Protein     Fermentas, St. Leon Rot 
HCl        Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt       MPI Biomedicals 
HEPES       Roth, Karlsruhe 
H2O2        Fluka, München 
H2SO4         Roth, Karlsruhe 
HPLC-Säule LiChroCART RP-18e 5µ 250 x 4 mm  Merck, Darmstadt 
HPLC-Säule Lichrospher CS Chromatografieservice, 
Langerwehe 
IgA1, Myeloma       Merck Biosciences, Darmstadt 
IgA, human colostrum I2636     Sigma-Aldrich, München 
IgG, Human und Ratte      Sigma-Aldrich, München 
Immobilisiertes Jacalin     Pierce, Bonn 
D(+)-Melibiose      Sigma-Aldrich, München 
Imidazol       Roth, Karlsruhe 
Immuno module MaxiSorp, 16-Well-Strips und Rahmen Nunc, Langenselbold 
IPTG        Roth, Karlsruhe 
K2HPO4       Roth, Karlsruhe 
KH2PO4       Roth, Karlsruhe 
KOD HotStart DNA Polymerase Kit   Novagen, Darmstadt 
LDS Probenpuffer für SDS-PAGE    Invitrogen, Paisley, UK 
Ligase        Fermentas, St. Leon Rot 
MES         Applichem, Darmstadt 
Methanol       Roth, Karlsruhe 
MgCl2        Roth, Karlsruhe 
MnCl2        Roth, Karlsruhe 
NaCl        Roth, Karlsruhe 
Na2HPO4       Roth, Karlsruhe 
NaH2PO4       Roth, Karlsruhe 
NaOH        Roth, Karlsruhe 
Neuraminidase      Sigma-Aldrich, München 
NiCl2        Roth, Karlsruhe 
Ni2+NTA Material      Qiagen, Hilden 
Ni-NTA Zentrifugensäulen     Qiagen, Hilden 
Nonidet-40       New England Biolabs 
NucleoSpin Kit II      Macherey und Nagel, Düren 
OPD        Dako, Hamburg 
PCR-Primer       Biomers, Ulm 
pET-Vektoren       Novagen, Darmstadt 
PEQ Gold Plasmid Präparationskit    PEQLAB, Erlangen 
PNGase F       New England Biolabs 
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pNPP        Sigma-Aldrich, München 
ProteomeLab™ Carbohydrate Labeling and Analysis Kit Beckman Coulter, Krefeld 
PVDF-Membran      BioRad, München 
Restriktionsenzyme      Fermentas, St. Leon Rot 
Saccharose       Nordzucker 
SDS        Roth, Karlsruhe 
Spin-Filter, 5 ml      Merck Biosciences, Darmstadt  
TEMED       Roth, Karlsruhe 
Tris        Roth, Karlsruhe 
Triton X-100       Roth, Karlsruhe 
Trypton       Roth, Karlsruhe 
Tween-20        Roth, Karlsruhe 
UDP        Sigma-Aldrich 
UDP-Galaktose      Calbiochem/Merck, Darmstadt 
VivaSpin Zentrifugalfilter 0,5 ml 10 kDa    Viva/Sartorius, Göttingen 
VivaSpin Zentrifugalfilter 20 ml 10 kDa   Viva/Sartorius, Göttingen 
ZnCl2        Roth, Karlsruhe 
 
Antikörper und Lektine 
Anti IgA Fab-Fragment  109-006-011     Dianova/Jackson Immuno  
(=AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat anti Human Serum IgA, α-chain spezifisch)  
ExtrAvidin®-Peroxidase E2886      Sigma-Aldrich 
Jacalin, biotinyliert B1155      Vector Laboratories 
Helix aspersa Lektin, biotinyliert L8764     Sigma Aldrich 
Goat anti Human IgA (α-chain spezifisch)-Peroxidase 401135  Calbiochem/Merck 
Anti Rabbit IgG-Peroxidase A6154     Sigma-Aldrich 
Anti-His6-Peroxidase       Roche 
Anti-IgA-HRP        Calbiochem/  
Merck, Darmstadt  
Anti-TF-Antikörper       Dianova, Hamburg 
Anti-Tn-Antikörper       Dianova, Hamburg 
 
7.7 Geräte 
2 D Schüttler    IKA KS 130 basic, IKA, Staufen 
3 D Schüttler                     Polymax 1040 Heidolph, Schwabach 
CE     P/MDQ Glycoprotein System mit LIF/UV-Detektor, 
Beckman Coulter, Krefeld 
Gradifrac                    Pharmacia Biotech, Freiburg 
Autoklav                     Varioklav 135 S,  H+P  Oberschleißheim 
Blotapparatur und    Xcell Sure Lock Novex  Mini Cell, 
Gelkammer SDS-PAGE                Version G, Invitrogen, Paisley,UK 
Gelkammer DNS                               Mini-Sub Cell GT und Wide Mini Sub Cell GT 
BioRad, München 
HPLC                                Probengeber GINA 160, Detektor 160 S, Pumpe P480, 
Säulenofen BS1, Degaser DG1310, Chromeleon 
Software (Client Version 4.10 Build 2.80) von Softron 
1994-1998, Gynkotec, Gremering 
 und 
 MS Surveyor MSQ, Thermo Finnigan, Schwerte 
Inkubator                                    Multitron Version 2, Infors, Bottmingen 
Millizentrifuge                         Millifuge, CT10 Millipore, Hitachi, Tokyo, Japan 
Netzgerät                                 Power Pac 300 BioRad, München 
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pH Meter                                pH Meter CG 842, Schott, Mainz 
Photometer                            SPECTRAmax Plus mit SOFTmaxPRO 4.0 
Software, Molecular Devices, Kalifornien, USA 
Thermoblock                               HLC Kühl-Heiz-ThermoMix KTM 100 RP, HLC, 
Bovenden 
Thermocycler für PCR                      Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg 
Tischautoklave                              Tuttnauer Autoklave-Steam-Sterilizer 2540 ELC, 
Systec, Wettenberg 
 Tischzentrifuge                          Rotina 35 R mit Ausschwingrotor 10 fach und 
Winkelrotor 30 fach, Hettich, Tuttlingen 
Ultraschall                                    Sonoplus Homogenisator HD 200VW200, Baudelin, 
Berlin 
Zentrifuge                                 Sorvall RC-5B Refridgerated Superspeed Centrifuge 
mit SS34-Rotor, SLA-Rotor und GSA-Rotor, und 
Sorvall Evolution RC, DuPont, Bad Homburg 
 
7.8 Abkürzungen 
 
APS   Ammoniumperoxidsulfat 
APTS    8-Aminopyren-1,3,6-trisulfonat 
BSA   Bovine serum albumin 
CE   Capillary Electrophoresis 
DTT    1,4-Dithiothreitol 
Gal   Galaktose 
GalNAc  N-Acetyl-Galaktosamin 
GlucNAc  N-Acetyl-Glukosamin 
HPLC   High Performance Liquid Chromatography 
HRP   Horseradish peroxidase 
GalT   Galaktosyltransferase 
IgA    Immunglobulin A 
IgG   Immunglobulin G 
HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
LEW   Lysis-Equilibrierungs-Wasch-Puffer 
Mes   4-Morpholinoethansulfonsäure 
M   Molar 
OPD   o-Phenylendiamin-Dihydrochlorid 
PBS   Phosphate buffered saline 
PBST   Phosphate buffered saline Tween-20 
PNPP   para-Nitrophenyl-Phosphat 
RP   Reversed Phase 
SDS   Sodiumdodecylsulfate 
Ser   Serin 
Sia   Sialinsäure (Neuraminsäure) 
TBS   Tris Buffered saline 
TF   Thomsen-Friedenreich 
THF   Tetrahydrofuran 
Thr   Threonin 
TMB   3,3,5,5 Tetramethylbenzidin 
UDP-Gal  Uridin 5’-Diphospho-Galaktose 
 
                                                                                                                             
                                                                                                                                Anhang 
_________________________________________________________________________ 
221 
 
2D Graph 3
Konzentration UDP-Galaktose [mM]
0 10 20 30
Vo
lu
m
e
tri
sc
he
 
AK
tiv
itä
t [m
U/
m
l]
0
5
10
15
20
25
Col 1 vs Col 2 
x column 1 vs y column 1 
2D Graph 3
Konzentration UDP-Galaktose [mM]
0 10 20 30
Sp
e
zif
is
ch
e
 
Ak
tiv
itä
t [m
U/
m
g]
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
Col 1 vs Col 2 
x column vs y column 
7.9 Eichreihen, Kinetiken und Chromatogramme 
Kalibrationsgerade für UDP für die Kapillarelektrophorese: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Donorkinetik bC1GalT: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 99: Donorkinetik der bC1 GalT. Dargestellt ist die Kinetik in Abhängigkeit von der volumetrischen  
(links) und der spezifischen Aktivität (rechts). Der Km-Wert für UDP-Galaktose lag bei 1,15 mM, die maximale 
Aktivität Vmax betrug 22,97 mU/ml bzw. 0,93 mU/mg. Die Kinetik wurde mit Enzym-Rohextrakt bei 45°C in 
Tris-Puffer pH 8,0 bestimmt. Die Konzentration des Akzeptors (GalNAc-α-Benzyl) betrug 15 mM. 
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2D Graph 4
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Akzeptorkinetik bC1GalT: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 100: Akzeptorkinetik der bC1 GalT. Dargestellt ist die Kinetik in Abhängigkeit von der 
volumetrischen (links) und der spezifischen  Aktivität  (rechts). Die Konzentration des Donors UDP-Galaktose 
betrug 8 mM. Der Km app.-Wert lag bei 7,11 mM GalNAc-α-Benzyl und die maximal erreichbare Aktivität lag 
bei Vmax app. = 34,62 mU/ml bzw. 1,4 mU/mg. Die Kinetik wurde mit Enzym-Rohextrakt bei 45°C in Tris-
Puffer mit pH 8,0 bestimmt. 
 
 
Donorkinetik der ProbC1GalT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 101: Donorkinetik des Propeptid-bakterielle C1GalT-Fusionsproteins. Die Kinetik wurde bei 45°C 
untesucht. Die Akzeptorkonzentration betrug 16 mM. Km app = 0,47 mM, Vmax app = 459,8 mU/ml, bzw. 
27,7 mU/mg, KiS app = 61,5 mM 
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Akzeptorkinetik der ProbC1GalT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 102: Akzeptorkinetik der ProbC1GalT. Die Kinetik wurde bei 45°C untersucht. Die 
Donorkonzentration betrug 8 mM. Km app = 3,96 mM, Vmax app = 493,78  mU/ml bzw. 29,71 mU/mg.  
 
Donorkinetik der dC1GalT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  103: Donorkinetik der dC1GalT. Für die volumetrische Aktivität wurde ermittelt: Km app = 2,68 mM 
Vmax app = 1233,35 mU/ml. Die Akzeptorkonzentration betrug 5 mM. Die Ansätze wurden für 10 Minuten bei 
37°C inkubiert. Für die spezifische Aktivität: Km app = 2,86 mM, Vmax app = 58,7053 mU/mg. 
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Akzeptorkinetik dC1GalT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung  104: Akzeptorkinetik der dC1GalT. Für die volumetrische Aktivität wurde ermittelt Km app = 0,67 
mM Vmax app = 1835,12 mU/ml. Die Donorkonzentration betrug  5 mM. Die Ansätze wurden für 10 Minuten bei 
37°C inkubiert. Für die spezifische Aktivität wurde erittelt Km app = 0,499 Vmax app =84,64 mU/mg. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nachweis der Aktivität der bC1GalT und ProbC1GalT mit LacDiNAc als Akzeptorsubstrat 
per HPLC-MS 
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Die Masse von 786,4 entspricht der theoretischen Masse von Gal-β1,3GalNAcβ1,4GlcNAc-
tBOC. 
 
Nachweis der Aktivität der bC1GalT und ProbC1GalT mit GlcNAc-β-Benzyl als 
Akzeptorsubstrat per HPLC-MS 
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Die Masse von 472,2 entspricht der theoretischen Masse von Gal-β1,3GlcNAc-β-Benzyl. 
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